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1 Souhrn

Skupinu kvartérnich amoéniovych soli predstavuji chlormekvat s mepikvatem, které patii mezi
nejcasteji aplikované latky uréené pro ochranu rostlin. Z toho vyplyva potieba zpétné kontroly
osetfenych plodin urcenych pro potravinarské ¢i krmivaiské ucely, aby obsahy téchto latek
ve sledovanych komoditach vyhovovaly legislativnim limitim. Pro stanoveni chlormekvétu
a mepikvatu byla optimalizovana metoda kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii. Optimalizovand metoda byla validovdna pro analyzu obilovin
a olejnin. Zkouska byla akreditovdna a vyuzita pro sledovani chlormekvatu a mepikvatu

ve vzorcich krmiv odebranych v ramci programu cilenych kontrol UKZUZ.

2 Teoreticka ¢ast

21  Uvod

Chlormekvat a mepikvat jsou predstavitelé skupiny kvartérnich amoéniovych soli, které
se pouzivaji jako rustové reguldtory. Tyto latky zpisobuji zkracovani a zesileni stonkl
a stébel rostlin, coz vede k tvorbé robustnéjsi struktury rostliny. Dale podporuji kveteni,
tvorbu chlorofylu a vyvoj kofenového systému rostliny. Latky se aplikuji pifi péstovani
obilovin pro zvySeni odolnosti proti polehéni a dale ke zvyseni vétveni a kveteni u okrasnych

rostlin (2).
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Obrazek 1. Struktura chlormekvat chloridu a mepikvat chloridu.

Chlormekvat je z hlediska celkové spotieby piipravkl pro ochranu rostlin druhou nejcastéji
pouzivanou ucinnou latkou. Z viceletého narodniho kontrolniho planu pro rezidua pesticidt
pro obdobi 2012 - 2014 navic vyplyva povinnost obé zminiované latky sledovat v obilovinach
a vybranych druzich ovoce a zeleniny (2). Stanoveni chlormekvatu a mepikvatu je popsano
ve dvou CSN EN normach uréenych pro LC-MS (15054:2006) (3) nebo LC-MS/MS
(15055:2066) (4) analyzu. Referenc¢ni laboratot Evropské unie pro jednoucelové metody
(EURL-SRM) navrhuje pro tuto skupinu latek dal$i 3 alternativni metody stanoveni, zaloZené
stejné jako standardizované metody na extrakci do vodného roztoku methanolu a na nésledné
LC-MS(/MS) analyze surového extraktu (5). Vzhledem k polarit¢ chlormekvatu a mepikvatu
se k chromatografické separaci vyuziva pfistup HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography). HILIC separace je chromatografie na normalnich fazich vhodna
pro polarni a iontové slouceniny, kde separace probihd za podminek vhodnych
pro chromatografii na reverznich fazich. Principialné se jedna o rozdélovaci chromatografii
v systému kapalina-kapalina, tj. separaci mezi vodnou vrstvu na povrchu stacionarni faze
a mobilni fazi s niz8im obsahem vody, kde se navic uplatiiuji slabé elektrostatické interakce
(6). K detekei se vyuziva hmotnostni spektrometrie (MS). Vzhledem ke slozitosti surovych
extraktii je vhodné zvysit selektivitu detekce pouzitim tandemové MS, tj. sledovat sekundarni
fragmenty analytl, a tim eliminovat interference koextraktii, které pii ionizaci produkuji
molekulové ionty o stejném m/z. Detekce v MRM (multi reaction monitoring) modu je
V souCasnosti rutinné¢ vyuzivanou technikou pii rezidudlni analyze kontaminantQ

V potravinach a krmivech.

Cilem prace bylo zavést metodu pro stanoveni chlormekvéitu a mepikvatu v obilovinach
a olejninach zalozenou na methanolové extrakci a nasledné detekci pomoci ultra ucinné

kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou MS (UPLC-MS/MS) s vyuzitim systému



Xevo TQ MS Waters. Zavedena metoda byla akreditovana a vyuzita pro analyzu vzorkl
krmiv odebranych vramci cilenych kontrol konven¢ni produkce a tufednich kontrol

ekologické produkce krmiv.

3 Prakticka c¢ast

3.1 Material a metody

Seznam pouzitych chemikalii a ¢inidel je uveden v JPP UKZUZ: Zkouseni krmiv — postup
605 (7). Kontrola Cistoty a vhodnosti pouzitych chemikalii a ¢inidel byla provedena analyzou
laboratornich slepych pokust. Ptiprava vzorkl k analyze a koncové stanoveni jsou popsany

v JPP UKZUZ (7). Podminky méfeni jsou uvedeny v tabulkéch 1 a 2.

Tabulka 1. Chromatografické podminky pro UPLC stanoveni.

Kolona ACQUITY UPLC BEH HILIC (50 mm x 2,1 mm x 1,7 pm)
Nastiik 2 ul s pfeplnénim smycky
Slaby promyvaci roztok Deionizovana voda/acetonitril (50/50)

Silny promyvaci roztok Acetonitril

Mobilni faze A 2 mM vodny roztok HCOONH,4 upraveny HCOOH na pH 3
Mobilni faze B Acetonitril
Pratok mobilni faze 0,6 ml/min

0 min (95%B) — 0,5 min (95%B) — 2,5 min (5%B) — 4,5 min
(5%B) — 4,6 min (95%B) — 6 min (95%B)

Gradient mobilni faze

Tabulka 2. MS podminky stanoveni pro Xevo TQ MS Waters.

RT | Prekursor | Produkt |CV/CE | Prekursor | Produkt | CV/CE
(min) | 1 (m/z) 1 (m/z) (V) 2(m/z) | 2(m/z) V)
Mepikvat 1,32 114 98 40/27 114 58 40/25
Mepikvat-D3 1,32 117 101 40/27 - - -
Chlormekvat 1,29 122 58 35/30 122 63 35/20
Chlormekvat-D4 | 1,29 126 58 35/30 - - -

CV — napéti na konusu, CE — kolizni energie, teplota iontového zdroje — 150 °C, teplota
desolvatac¢niho plynu — 450 °C, pratok desolvata¢niho plynu — 700 I/h, pritok ,,cone gas* — 45
I/h, pritok kolizniho plynu — 0,18 ml/min, napéti na kapilate — 3 kV, ionizace elektrosprejem

V pozitivnim méodu




3.2 Vysledky a diskuse

3.2.1 Optimalizace HILIC separace

Pti optimalizaci HILIC separace je nutné predevSim spravné zvolit fazi, typ a koncentraci
organického modifikdtoru a pH pufru. Toto jsou hlavni parametry ovliviwjici
chromatografickou separaci a selektivitu pii pouziti HILIC (8). Pro poc¢ate¢ni testovani byla
zvolena kolona Waters BEH HILIC, kterd obsahuje hybridni sorbent se snizenym poctem
volnych hydroxylovych skupin pouzitelny v Sirokém rozsahu pH 1-9. Vzhledem k pouziti
UPLC Waters doporucuje zacit optimalizaci s mravencanovymi nebo octovymi pufry, které
jsou zaroven kompatibilni s MS detektory, s poCatecni koncentraci mravencanu nebo octanu
ammoného (1 — 10) mmol/l a koncentraci kyseliny mraven¢i nebo octové (0,1 — 1) % (9).
Tyto hodnoty pufrovani také doporucuje EURL-SRM metodika QuPPe (5). Vychozi
podminky pfi optimalizaci chromatografické separace chlormekvatu a mepikvatu byly
nastaveny dle QuPPe (5). Chromatografické profily nejvyraznéji ovlivnilo po¢atecni sloZeni
mobilni faze (obr. 2) a koncentrace mravenc¢anu amonného (obr. 3). Vliv rychlosti pritoku

mobilni faze na separaci chlormekvatu a mepikvatu byl zanedbatelny (obr. 4).

TIC (Chlormequat)

1007 5 9% H20 — 95 % ACN 8 006

20 % H20 - 80 % ACN

0.04 10 % H20 — 90 % ACN

Obrazek 2. Vliv poc¢ate¢nich chromatografickych podminek na profil chlormekvatu.
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Obrazek 3. Vliv pufrovani na chromatograficky profil mepikvatu.

TIC (Chlormequat)

100+ 165 8.00e6
Chlormekvat Chlormekvat
Mepikvat Mepikvat
0,6 ml/min 0,4 ml/min
EE_

| e

AN AN LAY LN LA LAY ULUAS ML MR RN RARAS ML RALRE LA LARE RN RARRE rrrrrrr Time

020 040 060 080 100 120 140 160 180 = 200

Obrazek 4. Vliv rychlosti pritoku na separaci chlormekvatu a mepikvatu.



3.2.2  Validace stanoveni chlormekvatu a mepikvatu

Stanoveni chlormekvatu a mepikvatu bylo validovano analyzou obohacenych vzorki obilovin
a olejnin a analyzou internich referen¢nich materiald (IRM). Pfesnost a spravnost byly
stanoveny opakovanou analyzou (minimaln€¢ 5 opakovani) obohacenych vzorkd pSenice
atepky na hladinach 0,008 a 0,100 mg/kg odpovidajici ,reporting™ limitu (RL)
a maximalnimu limitu rezidui (MLR). VSechny vzorky byly zaroven obohaceny vnitinimi
standardy (IS), deuterovanymi analogy chlormekvatu a mepikvatu (chlormekvat-D4
a mepikvat-D3), na hladin¢ 0,040 mg/kg. U vSech latek byla splnéna kritéria pro spravnost
apfesnost dle SANCO/12495/2011 (10), tj. vytéznost byla v rozmezi (70 — 120) %
a opakovatelnost <20 % na zvolenych hladinach (tabulky 3 a 4). Vzhledem k hodnotam
vytéznosti bliZicich se hodnoté 100 %, jak v pfipadé¢ nativnich latek, tak jejich deuterovanych
analogli, je mozny ptidavek IS az pied finalni analyzou, ¢imz dojde k vyraznému sniZeni
spotieby IS. V pripad¢€ nizké vytéznosti by bylo nutné obohatit vzorky IS jiz pfed extrakci.
Vzhledem k metodice pfipravy by byla pro finalni analyzu a naslednou kvantifikaci vyuzita
pouze 1/20 mnozstvi IS a zbylych 95 % pouzitého IS by bylo zlikvidovano s extraktem
vzorku. Spravnost metody byla na zavér potvrzena analyzou IRM, tj. vzorkll pSenice, ovsa
a zita ziskanych v ramci ucasti v testech zpusobilosti potadanych EURL. Pro posouzeni
spravnosti byly ze stanovenych obsahi chlormekvatu a mepikvatu vypocteny hodnoty

z-skore, které se nachazely v povoleném rozmezi -2 az 2 (tabulka 5).

Tabulka 3. VytéZnost a opakovatelnost stanovena v pSenici.

Ptedlozena Namétena Stanovena Stanovena
hodnota (mg/kg) | hodnota (mg/kg) | vytéznost (%) | opakovatelnost (%)
Mepikvat 0,008 0,0075 95 9,4
Mepikvat 0,100 0,101 101 9,7
Chlormekvat 0,008 0,0081 103 8,1
Chlormekvat 0,100 0,100 100 3,6
Mepikvat-D3 0,040 0,0379 95 7,6
Chlormekvat-D4 0,040 0,0400 100 7,4




Tabulka 4. VytéZnost a opakovatelnost stanovena v fepce.

Predlozena Naméiena Stanovena Stanovena

hodnota (mg/kg) | hodnota (mg/kg) | vytéznost (%) | opakovatelnost (%)
Mepikvat 0,008 0,0087 109 10,3
Mepikvat 0,100 0,106 106 12,4
Chlormekvat 0,008 0,0073 91 9,4
Chlormekvat 0,100 0,105 105 7,9
Mepikvat-D3 0,040 0,0356 89 6,8
Chlormekvat-D4 0,040 0,0392 98 3,7
Tabulka 5. Ovéreni spravnosti metody analyzou IRM.
IRM ] Referenc¢ni Stanoveny
(EUPT-C) | amice Analyt obsah (ma/ka) | obsah (mgrkg) | O
1/2007 PSenice Chlormekvat 1,01 1,13 0,5
2/2008 PSenice Chlormekvat 0,214 0,239 0,5
3/2009 Oves Chlormekvat 0,479 0,464 -0,1
4/2010 Zito Mepikvat 0,089 0,106 0,8

RozSifena nejistota metody, tj. parametr odpovidajici smérodatné odchylce dat stanovenych

pro hodnoceni presnosti vynasobené faktorem pokryti 2, byla stanovena z vicenasobnych

meéfeni obohacenych matric na riznych hladinach. Relativni rozSifend nejistota metody

pro stanoveni mepikvatu je 29 % a chlormekvatu 16 %. Pro ucely vydani afedniho vysledku

a hodnoceni krmiv byla pro obé¢ latky zavedena rozsifend nejistota 30 %. VSechny hodnoty

spliiuji pozadavek dokumentu SANCO/12495/2011 na maximalni rozSifenou nejistotu 50 %

(10).




Tabulka 6. RozSiFena nejistota stanoveni (%).

Matrice — hladina (ng/kg) Mepikvat | Mepikvat-D3 | Chlormekvat | Chlormekvat-D4
PSenice — 8 19 - 16 -
PSenice — 40 - 15 - 15
Psenice — 100 19 - 71 -

Repka — 8 21 - 19 -

Repka — 40 - 14 - 7,3
Repka — 100 25 - 16 -
Krmiva/rostliny - Effi SW 29 - 16 -
Krmiva/rostliny - LIMS 30 - 30 -

DalSim nezbytnym validacnim parametrem pro kvantitativni stanoveni je mez detekce (LOD)
a mez stanovitelnosti (LOQ). Existuje fada pftistuptt pro jejich odvozeni. V piipadé
chromatografickych metod se €asto vyuZiva vypocet mezi z poméru signalu k Sumu (S/N).
Avsak v ptipadé¢ MS detekce tento piistup Casto poskytuje nadhodnocené LOD a LOQ, které
neodpovidaji situaci v ridznych komplexnich matricich (tabulka 7). Vhodné&jsi piistup
pro vypocet LOQ je definovan v dokumentu SANCO/12495/2011 (10), kde mez
stanovitelnosti odpovida hlading, nad kterou lze vérohodné provést kvantitativni stanoveni
aoznaCuje se jako reporting limit (RL). Nejniz§i validovana hladina pro stanoveni
chlormekvatu a mepikvatu v krmivech byla 8,0 pug/kg, neboli 0,008 mg/kg, a tato hodnota RL
byla nastavena pro zéapis vysledki a jejich vydani na protokolu. Stanoveny RL je pétkrat nizsi

Avsak MLR téchto pesticidi v obilovinach a olejnin se bézné nachazeji v rozmezi (2 —

10) mg/kg (tabulka 8).




Tabulka 7. Meze detekce a stanovitelnosti (ug/kg).

Mepikvat Chlormekvat
LOD (solvent) (ng/kg) 0,01 0,005
LOQ (solvent) (ng/kg) 0,04 0,016
LOD (psenice) (ng/kg) 0,03 0,02
LOQ (psenice) (ng/kg) 0,10 0,06
LOD (fepka) (ng/kg) 0,1 0,1
LOQ (tepka) (ng/kg) 0,3 0,4
Nejnizsi kalibra¢ni hladina (pg/kg) 4,0 4,0
Nejnizsi validovana hladina (ng/kg) 8,0 8,0

Tabulka 8. MLR (mg/kg) v obilovinach a olejninach [11].

Chlormekvat Mepikvat
JeCmen, Zito 2 3
Kukufice, ryze 0,05 2
Oves 5 2
PSenice 2 2
Len 7 0,05
Mak, dyné, hoicice 0,1 0,05
Slunecnice 0,1 10
Repka 7 3
Bavina 0,1 5

Linearita kalibracnich zavislosti obou latek byla prokazana v testovaném rozsahu (4 —
6000) ng/kg. Pro vsechny kalibra¢ni zavislosti byly splnény podminky pro korelac¢ni
koeficient R? > 0,995 a QC < 20 % (12).




Tabulka 9. Charakteristiky kalibracnich zavislosti.

Mepikvat Chlormekvat
Smérnice QC (%) R? Smérnice QC (%) R?
Solvent 0,412 12,5 1,000 0,244 5,8 0,999
PSenice 0,402 4,7 0,998 0,230 6,5 0,999
Repka 0,437 20,0 0,997 0,245 16,4 0,998

DalSim z dilezitych valida¢nich parametri je selektivita stanoveni. Selektivita je definovana
jako schopnost metody selektivné zméfit validovanou vlastnost, tzn., Ze vliv potencidlnich
interferentl je nevyznamny. V piipadé GC-MS a LC-MS analyz se hovoii o matricovych
efektech (ME), které vy¢isluji zménu signalu analytu v piitomnosti matrice. ME byly
stanoveny v extraktech pSenice a fepky. Vyznamngj$i potladeni signalu bylo pozorovéano
v fepkové matrici, avSak ME pro nativni analyt a jeho znaceny analog byly v obou typech
extrakti porovnatelné (tabulka 10). Dale byla zhodnocena selektivita porovnanim
kalibra¢nich piimek t-testem a u obou matric byla potvrzena hypotéza, Ze metoda poskytuje
porovnatelné vysledky bez ohledu na typ pouzité kalibrace (Tab. 11). Prakticky dopad tohoto
zjiSténi je moZnost kvantifikace chlormekvatu a mepikvatu v surovych extraktech pomoci
kalibra¢nich fad pfipravenych v rozpoustédle, tzn. odpada piiprava matricovych kalibraci,
které¢ diky pfitomnosti matrice vykazuji ¢asto nestabilitu a je nutna jejich Casta opakovana

pfiprava.

Tabulka 10. Matricové efekty stanovené pri analyze pSenice a Fepky.

Mepikvat | Mepikvat-D3 | Chlormekvat | Chlormekvat-D4
ME — smérnice — pSenice (%) 37 - 34 -
ME — RF — psenice (%) 42 37 30 32
ME — smérnice — fepka (%) 13 - 6 =
ME — RF — fepka (%) 13 13 5 5
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Tabulka 11. Hodnoceni selektivity srovnanim kalibra¢nich primek regresné.

Pesticid Matrice Smérnice t t-kriticky Hypotéza
Mepikvat Solvent 0,4117 - - -
Mepikvat PSenice 0,3998 0,993 2,306 Piijata
Mepikvat Repka 0,4234 2,263 2,306 Piijata
Chlormekvat Solvent 0,2382 - - -
Chlormekvat PSenice 0,2426 0,988 2,306 Piijata
Chlormekvat Repka 0,2727 1,717 2,306 Ptijata

Vedle parametrii charakterizujicich kvantifikaci je nutné v ramci validace také specifikovat
kvalitativni neboli identifika¢ni ukazatele. Pro ucely stanoveni pesticidll jsou tyto parametry
opét definovany v dokumentu SANCO/12495/2011 (10). Jedna se o relativni reten¢ni Cas
(RRT) a pomér sledovanych kvantifikacnich a konfirmac¢nich iontti. Povolena odchylka RRT
pro GC stanoveni je = 0,5 % a pro LC + 2,5 %. Povoleny rozsah pomért sledovanych iontl
zavisi narelativni intenzité sledovanych iontd. Pfitomnost sledované latky ve vzorku je
potvrzena, pokud pomér intenzity sledovanych iontl stanoveny ve vzorku odpovidd poméru

stanovenému ve standardu (tabulka 12).

Tabulka 12. Identifika¢ni parametry.

Mepikvat Mepikvat-D3 | Chlormekvat | Chlormekvat-D4
RT (min) (rozpoustédlo) | 1,32 +/-0,03 | 1,32 +/-0,03 | 1,29 +/- 0,03 1,29 +/- 0,03
RT (min) (pSenice) 1,34 1,34 1,30 1,30
RT (min) (fepka) 1,37 1,37 1,31 1,31
MRM1-kvantifikacni 114 > 98 117 > 101 122 > 58 126 > 58
MRM2-konfirmacni 114 > 58 - 122 > 63 -

Pomér iontt (solvent)

45 % +/- 11 %

36 % +/- 9 %

Pomeér ionth (pSenice)

82 % +/- 16 %

98 % +/- 20 %

Pomér ionth (fepka)

89 % +/- 18 %

72 % +/- 14 %

3.2.3

Aplikace metody p¥i kontrole krmiv v roce 2012

Zavedena metoda byla vyuzita pro sledovani chlormekvatu a mepikvatu ve vzorcich obilovin
a olejnin odebranych v ramci programu cilenych kontrol krmiv UKZUZ jak z konvenéni, tak
ekologické produkce. Castéjsi vyskyt byl zjistén u chlormekvatu, ktery byl stanoven v 64 %

vzorkill obilnin a ve vSech deseti vzorcich olejnin z konvencni produkce. Nejvyssi obsah
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chlormekvatu (18,0 mg/kg) byl stanoven ve slunecnici. V tomto piipadé se jednalo o vysoce
nadlimitni nalez, nebot” MLR pro chlormekvat ve slunec¢nici je 0,1 mg/kg (tabulka 8). Nalez
byl nasledné potvrzen analyzou duplicitniho vzorku odebraného v ramci dodatecné uredni
kontroly. Mepikvat byl stanoven u 60 % vzorkt olejnin a pouze v jednom vzorku obilovin,
konkrétn¢ v zitnych otrubach. Na rozdil od situace v krmivech z konvenéni produkce,
vsechny vzorky z ekologické produkce vsechny byly vyhovujici, tzn. vSechny nalezy byly
niz8i nez RL. Stanovené obsahy a Cetnost nalezii potvrdily rozsifené pouziti téchto latek
pii péstovani obilovin a olejnin v konvencni produkci. Naopak nulové nalezy ve vzorcich
z ekologické produkce ptredstavuji dikaz o dodrzeni pravidel EZ pii péstovani vySetfenych

plodin z hlediska aplikace rastovych regulatort.

V ramci analyz ufednich vzorkd krmiv byla pribézné provadéna kontrola kvalita prace

pomoci analyzy IRM (tabulky 14). Z vysledkii analyz IRM je veden regula¢ni diagram.

Tabulka 13. Vyskyt ristovych regulatora v krmivech.

Mepikvat Chlormekvat
Pocet Matri . ' Produk
vzork alricé | poget | Maximalni Potet | Maximalni rodukce
nalezti | obsah (mg/kg) | nalezti | obsah (mg/kg)
53 Obilniny 1 0,011 34 2,6 Konvenéni
10 Olejniny 6 0,56 10 18,0 Konvenéni
9 Obilniny 0 < 0,008 0 < 0,008 Ekologicka
Tabulka 14. PriibéZna kontrola zpusobilosti metody.
IRM ) Referen¢ni Stanoveny
Matrice Analyt z-skore
(EUPT-C) obsah (mg/kg) obsah (mg/kg)

2/2008 PSenice Chlormekvat 0,214 0,200 -0,3

3/2009 Oves Chlormekvat 0,479 0,519 0,3

3/2009 Oves Chlormekvat 0,479 0,464 -0,1

3/2009 Oves Chlormekvat 0,479 0,530 0,4

12




4

Z7.avér

V ramci VU byla zavedena metoda pro stanoveni chlormekvatu a mepikvatu v krmivech

a rostlinném materialu dle pozadavku specifikovanych v dokumentu SANCO/12495/2011

(10). Zavedena metoda byla akreditovana a nasledn¢ vyuzita pro analyzu 72 vzorka obilovin

a olejnin odebranych pro ucely tfedni kontroly konvencnich a ekologicky péstovanych krmiv.

N

~

10.

11.

12.
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Zavedeni detekce MON863, MIR604, DAS1507

a vybranych kombinaci transgenti u kukurice

Kateiina Starikova

Usttedni kontrolni a zku$ebni Gstav zemedelsky, Narodni referencni laboratof, Odd¢leni
mikrobiologie a biochemie, Hroznova 2, 656 06 Brno
katerina.stankova@ukzuz.cz

1 Uvod

Geneticky modifikované (GM) neboli transgenni plodiny jsou takové rostliny, u kterych byl
zménén dédiény materidl (DNA) pomoci genovych technologii. Jedna se o Slechtitelské
metody z oblasti biotechnologii, které mimo jiné umoziuji mezidruhovy pienos gend.

Nejedna se vSak o tvorbu a vnaseni uméle vytvoienych gent.

GM plodiny lze rozdélit do péti skupin (generaci). Prvni generaci tvoii rostliny odolné viici
chorobam, skidcim a plevelim. Do druhé generace patii rostliny odolné k abiotickym
stresim (sucho, chlad, zasoleni plidy, nedostatek svétla). Treti generace zahrnuje rostliny
S vy$$i nutriéni hodnotou (vyhodné sloZeni mastnych kyselin, upraveny obsah vitamini).
Ctvrta generace je tvofena ekologicky vyhodnymi rostlinami. Patou generaci jsou plodiny
vyvijené pro nahrazeni fosilnich paliv, suroviny pro primysl (vyroba bioetanolu, bionafty,

skrobu).

V soucasné dobé se ve svété pestuji rizné druhy GM rostlin (geneticky modifikované rostliny
patfici do prvni generace) na ploSe cca 160 mil. ha. Mezi nej€astéji vysazované rostliny
ve svete patii soja, kukuftice, bavinik, fepka, dyné, papaja, cukrovka, rajce, paprika, brambor,
ale také naptiklad topol. Evropa je zndma svym odmitavym postojem ke GM zeméd¢€lskym
plodinam. Existuje jedind modifikace kukufice, kterd se pestuje v EU, a to pouze v nékolika
¢lenskych statech a s vyjimkou Spanélska na minimalnich plochach. Co se tyée GM plodin
povolenych pro dovoz do EU a nasledné pouziti jako potraviny a krmiva, je jejich pocet vétsi.
Diivodem je skute¢nost, ze Evropa neni sobéstatna v produkci krmiv, takze musi zna¢nou

cast potiebnych komodit dovazet ze tretich zemi.
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Zavislost EU na dovozu se nejvice projevuje u soji, dilezité slozky krmiv predevsim
pro prasata a dribez. Sdja je zaroven plodinou, u které v celosvétovém métitku zcela prevlada
pestovani GM odrid nad konvenénimi. Dosud uspésné proslo schvalovacim procesem v EU
sedm typi GM s¢ji s toleranci k herbicidim a jeden transgen pro odolnost k hmyzim
Skiidcim. VSechny v EU povolené modifikace jsou schvaleny nebo posuzovany pouze

pro dovoz a zpracovani. Zadna GM séja se v EU nesmi péstovat.

Pro dovoz a pouziti na vyrobu potravin a krmiv bylo v EU povoleno ke konci fijna 2012
celkem 27 typti GM kukufice. V tomto vysokém poctu jsou obsazeny rizné kombinace dvou
zékladnich vlastnosti, a to tolerance k herbicidim a odolnosti ke hmyzim Skidcim (geny
odolnosti vuc¢i Lepidoptera nebo Coleoptera). Tyto vlastnosti jsou rizné kombinovany,
novejsi typy kukufice obsahuji ¢tyfi i vice transgenti. Pro péstovani je v EU povolena pouze
kukutice MONR8I10, a to jiz od roku 1998.

U bavlniku bylo povoleno pro pouziti na potraviny, krmiva a aditiva osm typl. Dalsi jsou
ve schvalovacim procesu. Opét se jednd o dvé zdkladni modifikace, a to odolnost vici

herbidicim, hmyzu a jejich kombinace.

V minulosti bylo schvaleno pouziti nékolika modifikaci fepky s toleranci k herbicidim.
Nékteré z nich se jiz nepéstuji, nicméné se mohou v dovozech vyskytovat v nepatrnych
pfimésich. Registr GMO v soucasné dobé uvadi tii typy fepky povolené pro zpracovani
na potraviny a krmiva. Pro péstovani nebyla v EU schvalena Zadna fepka.

Z dalsich GM je v EU povolena jedna modifikace u cukrovky a jedna modifikace u brambor.

V ptipadé¢ brambor se jedna o GM Amflora, ktera byla v EU vroce 2010 povolena

pro péstovani.

2 Cil

Cilem prace bylo rozsifit spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci
u kukutice. Nové zavadénymi transgeny jsou MON863, MIR604 a DAS1507, proto je snaha
o detekci hybridnich kukufic obsahujicich vySe uvedené transgeny a transgeny, jejichZ
stanoventi je jiz v laboratofi zavedeno, multiplexni PCR metodou pomoci kitu REDExtract—N-

Amp™ Plant PCR Kits, vyrobce Sigma — Aldrich.

Geneticky modifikované kukufice MON863, MIR604 a DASI1507 patii mezi tzv.
Bt-plodiny. Jsou to plodiny, které maji do genetické informace vlozen gen pro tzv.

Cry-protein z bakterie Bacillus thuringiensis. Cry-protein sim o sob&é neni jedovaty.
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V toxickou latku se méni az ve chvili, kdy se dostane do stfeva hmyzu, kde zptsobuje diru
ve stfevni stén¢. Hmyz pak hyne obvykle béhem dvou az péti dni. Pfi¢inou smrti je bud’ tézké
poruSeni stieva a nasledné hladovéni nebo prinik bakterii naruSenou stfevni sliznici dale
do téla, kde vyvolaji sepsi. Proteiny produkované prumyslové mnoZenymi bakteriemi
Bacillus thuringiensis se v fadé¢ zemi pouzivaji jako ekologicky insekticid. Bt-plodiny
syntetizuji tyto proteiny ve svych pletivech podle gent, které jsou bakteridlniho ptvodu.
Velkou vyhodou téchto tzv. Bt-toxint je selektivita u¢inku. Nékteré jsou toxické napft. jen

housenkam motyli, jiné pisobi jen na brouky a jejich larvy.

MONS863

Kukufice MON 863 je vybavena genem cry3Bbl bakterie Bacillus thuringiensis subsp.
kumamotoensis. Protein Cry3Bbl, ktery se podle tohoto genu v kukufici MON 863
syntetizuje, je u€inny piedevsim proti larvam broukd. Diky tomu je tato kukufice rezistentni
k bazlivci kukuticnému Diabrotica virgifera. Kromé genu cry3Bbl obsahuje tato kukufice
gen nptll (neomycin fosfotransferase Il z E. coli), promotor 35S a termindtor NOS. Tyto tfi

elementy Ize stanovit v ramci screeningu.

Kukutice MONS863 je v EU povolena v krmivech, které ji obsahuji, sestavaji se z ni nebo jsou
Z ni vyrobeny.

MIR604

Kukufice MIR604 je vybavena genem mcry3A z bakterie Bacillus thuringiensis subsp.
Tenebrionis. Protein Cry3A, ktery se podle tohoto genu v kukufici syntetizuje, zajistuje

ochranu proti nékterym $kidctim z fadu Coleoptera Diabrotica spp.

Dale je v této kukufici obsazen gen pmi z E.coli, ktery byl pouzit jako selekéni marker
Vv procesu genetické modifikace a umoziuje buikdm modifikované kukufice vyuZzivat mandzy
jako jediného zdroje uhliku. Kromé vysSe uvedenych genii obsahuje tato kukutice terminator

NOS, ktery lze stanovit v rdmci screeningu.

Kukufice MIR604 je v EU povolena v krmivech, které ji obsahuji, sestavaji se z ni nebo jsou
Z ni vyrobeny.

DAS1507

Kukutice DAS1507 (TC1507) je vybavena genem crylFa2 z bakterie Bacillus thuringiensis

subs. Aizawai. Protein CrylF, ktery se podle tohoto genu syntetizuje, zajist'uje rezistenci vuci

zavijeCi kukufiénému Ostrinia nubialis a urcitym dal$im Skudctm z fadu Lepidoptera. Kromé
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genu crylF obsahuje vlozena kazeta také gen pat odvozeny ze Streptomyces
viridochromogenes a zajistujici toleranci k herbicidim na bazi glufosinatu amonného. Gen

pat je fizen promotorem 35S. Oba elementy Ize stanovit v ramci screeningu.
Kukufice DAS1507 je v EU povolena v krmivech.

Hybridni geneticky modifikované kukufice byly vytvoifeny konvencnim Slechtitelskym
kiizenim geneticky modifikovanych kukufic za ucelem zvySeni rezistence vici hmyzu
a tolerance k herbicidtim.

MON863XxMON810xNK603

Hybridni geneticky modifikovana kukufice MON863xMON810xNK603 je vybavena geny:
cry3Bbl z bakterie Bacillus thuringiensis subsp. Kumamotoensis nesouci odolonost vici
hmyzim Skidctim z fadu Coleoptera; crylAb z bakterie Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki
nesouci odolnost vi¢i hmyzim Skiddcim zfadu Lepidoptera; cp4 epsps z bakterie
Agrobacterium tumefaciens strain CP4 nesouci odolonost vici glyfosatovym herbicidim

agen nptll vlozeny jako selek¢éni marker.

Tato hybridni kukutice je v EU povolena v krmivech.

MON863xMON810

Hybridni geneticky modifikovana kukufice MON863xMONS810 je vybavena geny: cry3Bbl
z bakterie Bacillus thuringiensis subsp. Kumamotoensis nesouci odolonost vic¢i hmyzim
Sktdcim z fadu Coleoptera; crylAb z bakterie Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki nesouci

odolnost vii¢i hmyzim $kiidciim z fadu Lepidoptera a gen nptll vloZeny jako selekéni marker.

Tato hybridni kukutice je v EU povolena v krmivech.

MONB863xNK603

Hybridni geneticky modifikovana kukutice MON863xNK603 je vybavena geny: cry3Bbl
z bakterie Bacillus thuringiensis subsp. Kumamotoensis nesouci odolonost vi¢i hmyzim
Skudctim z fadu Coleoptera; cp4 epsps z bakterie Agrobacterium tumefaciens strain CP4

nesouci odolonost vii¢i glyfosatovym herbicidiim a gen nptll vlozeny jako selekéni marker.

Tato hybridni kukutice je v EU povolena v krmivech.

MIR604xGA21

Hybridni geneticky modifikovana kukutice MIR604xGA21 je vybavena geny: mcry3A
z bakterie Bacillus thuringiensis subsp. Tenebrionis nesouci odolnost proti nékterym Skidctum
z tadu Coleoptera; epsps nesouci odolnost vici glyfosatovym herbicidim a gen pmi z E.coli,

ktery byl pouzit jako selek¢ni marker. Tato hybridni kukutice je v EU povolena v krmivech.
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Bt11xMIR604

Hybridni geneticky modifikovana kukutice Bt11xMIR604 je vybavena geny: mcry3A
z bakterie Bacillus thuringiensis subsp. Tenebrionis nesouci odolnost proti nékterym skiidcim
z tadu Coleoptera; crylAb z bakterie Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki nesouci odolnost
vici hmyzim Skudctim z fadu Lepidoptera; pat z bakterie Streptomyces viridochromogenes
nesouci odolnost vii¢i fosfinotricinovym herbicidam a gen pmi z E.coli, ktery byl pouzit jako

selek¢ni marker.
Tato hybridni kukutice je v EU povolena v krmivech.

Bt11xMIR604xGA21

Hybridni geneticky modifikovana kukufice Bt1 1xMIR604xGA21 je vybavena geny: mcry3A
z bakterie Bacillus thuringiensis subsp. Tenebrionis nesouci odolnost proti nékterym skiidcim
z tadu Coleoptera; crylAb z bakterie Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki nesouci odolnost
vici hmyzim sktdctum z fadu Lepidoptera; pat odvozeny ze Streptomyces viridochromogenes
a zajistuyjici toleranci k herbicidiim na bazi glufosindtu amonného; epsps nesouci odolnost

vici glyfosatovym herbicidam a gen pmi z E.coli, ktery byl pouzit jako selekéni marker.
Tato hybridni kukutice je v EU povolena v krmivech.

DAS1507xNK603

Hybridni geneticky modifikovana kukutfice DAS1507xNK603 je vybavena geny: crylFa2
z bakterie Bacillus thuringiensis subs. Aizawai nesouci rezistenci vuci zavije¢i kukufiénému
Ostrinia nubialis a ur¢itym dalsim skidcim zftadu Lepidoptera; gen pat odvozeny
ze Streptomyces viridochromogenes zajistujici toleranci k herbicidim na bazi glufosinatu
amonného a gen cp4 epsps z bakterie Agrobacterium tumefaciens strain CP4 nesouci

odolonost vici glyfosdtovym herbicidim.
Tato hybridni kukufice je v EU povolena v krmivech.

DAS1507xDAS59122

Hybridni geneticky modifikovana kukutice DAS1507xDAS59122 je vybavena geny: crylFa2
z bakterie Bacillus thuringiensis subs. Aizawai nesouci rezistenci vici zavijeci kukufi¢énému
Ostrinia nubialis a urcitym dalsim skidcim zftadu Lepidoptera; gen pat odvozeny
ze Streptomyces viridochromogenes zajistujici toleranci k herbicidim na bazi glufosinatu
amonného a geny cry34Abl/cry35Abl z bakterie Bacillus thuringiensis strain PS149B1

nesouci odolnost proti nékterym skudctm z fadu Coleoptera.

Tato hybridni kukufice je v EU povolena v krmivech.

18



DAS59122xDAS1507xNK603

Hybridni geneticky modifikovana kukutice DAS59122xDAS1507xNK603 je vybavena geny:
crylFa2 z bakterie Bacillus thuringiensis subs. Aizawai nesouci rezistenci vici zavijeci
kukufi¢cnému Ostrinia nubialis a ur¢itym dal§im S$ktdcim zifadu Lepidoptera; gen pat
odvozeny ze Streptomyces viridochromogenes zajiStujici toleranci k herbicidim na bazi
glufosinatu amonného; cry34Abl/cry35Ab1 z bakterie Bacillus thuringiensis strain PS149B1
nesouci odolnost proti nékterym Skidcim zfadu Coleoptera a gen cp4d epsps z bakterie

Agrobacterium tumefaciens strain CP4 nesouci odolonost vuci glyfosatovym herbicidim.

Tato hybridni kukutice je v EU povolena v krmivech.

3 Princip

Zakladem 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 tuseku DNA.

PCR se provadi automatizované v termalnim cykleru. Pfed vlastni PCR je dilezité provést
uplnou pocatecni denaturaci DNA. Tim se zajisti, Ze pii prvnim kroku cyklu nedojde pouze
k ¢astenému oddéleni komplementarnich fetézct, ale vSechny molekuly puvodni DNA
budou jednofetézcové a pfistupné primerim. Nasleduje denaturani krok prvniho cyklu.
Béhem druhého kroku, tzv. annealingu ptisedaji primery ke specifickym sekvencim matricové
DNA. Primery jsou navrZeny tak, Ze se vaZzou k protilehlym fetézclim dvousroubovice
3’- konci smérem k sobé a vymezuji délku amplifikovaného useku. Ve tfetim kroku cyklu
jsou primery prodluzovany DNA-polymerazou ve sméru od 5’- konce ke 3’- konci,
tzv. extenze. Nasledujici cyklus za¢ina opét denaturaci dvouvlaknové DNA a vSe se opakuje.
Vzhledem ke specifické sekvenci primerti je amplifikovany isek mezi nimi stile stejny.
Celkovy produkt PCR se nazyva amplikon. Ma definovanou délku pohybujici se od desitek

az po tisice part bazi (bp), ktera se stanovi pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu.

4 Material a metody

4.1  Pristroje a pomiicky

411  Analytické vahy.
4.1.2  Vahy s prestnosti 0,01 g.
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413 Vortex.

414  Centrifuga.

415  Vodni lazen.

4.1.6  Nizkoobjemovy spektrofotometr (230 nm, 260 nm, 280 nm).

4.1.7  Minitfepacka.

4.1.8 Laminarni box.

419  Termalni cykler.

4.1.10 Elektromagnetické michadlo s ohfevem.

4.1.11 Elektroforeticka vana a zdroj napéti.

4.1.12 Transiluminator.

4.1.13 Fotodokumentacni zatizeni a software.

4.1.14 pH metr.

4.1.15 Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl a sterilni Spicky
s filtrem.

4.1.16 Plastové zkumavky o objemu 0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml.

4.1.17 Vyrobnik ledu.

4.1.18 Pienosna UV lampa.

4.1.19 Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, stojanky na zkumavky, nadoba
na uchovani ledu, odpadni nadoby.

Sterilizace a dekontaminace se provadi dle charakteru materidlu bud’ tepeln€ v suSarn¢ 1 h

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

apod.

4.2 Chemikalie

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

4.2.1.1 Lysis Buffer CF.

4.2.1.2 Buffer C2.

4.2.1.3 Buffer C3.

4.2.1.4 Wash buffer CQW.

4.2.1.5 Wash buffer C5 (koncentrat).

4.2.1.6 Elution buffer CE.

4.2.1.7 NucleoSpin® Food Columns (plus Collection Tubes).
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4.2.1.8 Proteinase K (lyofilizat).
4.2.1.9 Proteinase buffer PB.

4.2.2 REDTaq®ReadyMix™PCR Reaction Mix with MgCl,, Sigma-Aldrich
4.2.1.1 REDTaqReadyMix PCR Reaction Mix with MgCI2 (dale REDTaq).
4.2.1.2 PCR voda.

4.2.3 REDExtract-N-Amp™ Plant PCR Kits, vyrobce Sigma — Aldrich, univerzalni
kit pro PCR

4.2.3.1 Extraction solution.

4.2.1.2 Dilution solution.

4.2.3.3. REDExtract-N-Amp PCR Ready Mix (ddle REDEXx).

4.2.4  Amplifikaéni primery

4241 IVRI-F:CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC.

4242 IVRI-R: GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GAT.

4.2.4.3 35s-cf3: CCA CGT CTT CEE AGC AAG TGG.

4.2.4.4 35s-cf4: TCC TCT CCA AAT GAAATG AACTTCC.

4245 NOS-1: GAATCCTGT TGC CGG TCT TG.

4246 NOS-3: TTATCCTAGTTT GCG CGC TA.

4247 APH2F:CTCACCTTGCTCCTG CCG AGA.

4248 APH2R:CGCCTT GAG CCT GGC GAA CAG.

4249 pat_16-L: GAT ATG GCC GCG GTT TGT GAT.

4.2.4.10 pat_16-R: TTC CAG GGC CCA GCG TAAG.

4.2.4.11 Btll-ev-F1: TGT GTG GCC ATT TAT CAT CGA.

4.2.4.12 Btll-ev-r5: CGC TCA GTG GAA CGA AAA CTC.

4.2.4.13 MaiY-F1: TAG TCT TCG GCC AGA ATG G.

4.2.4.14 MaiY-R3: CTT TGC CAA GAT CAA GCG.

4.2.4.15 DAS-59122-7-rb1f: GGG ATA AGC AAG TAA AAG CGC TC.
4.2.4.16 DAS-59122-7-rblr: CCT TAATTC TCC GCT CAT GAT CAG.
4.2.4.17 GA21-5'f/: CGT TAT GCT ATT TGC AAC TTT AGA ACA.
4.2.4.18 GA21-5't1: GCG ATC CTC CTC GCG TT.

4.2.4.19 MIR604 primer F: GCG CAC GCA ATT CAA CAG.

4.2.4.20 MIR604 primer R: GGT CAT AAC GTG ACT CCC TTAATTCT.

21



4.2.4.21 Mail-F1: TCG AAG GAC GAA GGA CTC TAA CGT.

4.2.4.22 Mail-R1: GCC ACC TTCCTT TTC CAC TAT CTT.

4.2.4.23 MONB863F: GTA GGA TCG GAAAGC TTG GTAC.

4.2.4.24 MONB863R: TGT TAC GGC CTA AAT GCT GAA CT.

4.2.4.25 NK603-1: ATG AAT GAC CTC GAG TAA GCT TGT TAA.
4.2.4.26 NK603-2: : AAG AGA TAA CAG GAT CCACTC AAACACT.

Piiprava amplifika¢nich primeri
Primery se rozpusti, fedi a rozdéli do potiebnych mnozstvi takto.

Zasobni roztok o koncentraci 100 uM:

Do zkumavky s primerem v podob¢ prasku na dné, ktery nemusi byt viditelny, se ptida voda
vhodnd pro PCR v mnozstvi uvedeném vyrobcem. Jemnym pipetovanim se promicha.
Tim se ziska zasobni roztok, ktery se po 50 pl pipetuje do 0,5ml sterilnich zkumavek. Pokud
se rozdéli zasobni roztok v jinych mnozstvich, uvede se objem na zkumavku. Zkumavky
S primery se zamrazi a uchovavaji pii (20 £ 1) °C.

Pracovni roztok o koncentraci 20 uM:

Do jedné zkumavky zasobniho roztoku se pfida ctyindsobny objem vody vhodné pro PCR.
Tim se ziska pracovni roztok. Rozd¢li se po (20 — 25) pl a zamrazi na (20 + 1) °C.

Do reakéni smési PCR se ptidavaji pracovni roztoky primert.

425 Chemikalie pro pripravu elektroforetického pufru TAE

4.2.5.1 Disodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové, Na,EDTA.

4.2.5.2 Trizma base.

4.2.5.3 Ledova kyselina octova.

4.25.4 Hydroxid sodny, ¢ (NaOH) = 1 mol/l. Ptiprava: 10 g NaOH se rozpusti ve vodé
a doplni na vysledny objem 250 ml v odmérné barice.

Priprava TAE pufru:

Piiprava zasobniho roztoku 50 x TAE

1. Ptiprava 0,5 M zasobniho 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 pfidanim NaOH. Potom

se doplni (re)destilovanou vodou do objemu 1000 ml. Prefiltruje se pies fritu pifedem

osetienou 30 min az 1 h pti (115 — 120) °C. Roztok se skladuje neomezené pfi laboratorni

teploté.
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2. Ptiprava 2 M Tris:

Navazi se 242 g Trizma base a rozpusti v 650 ml (re)destilované vody. Pfida se 57,1 ml
ledové kyseliny octové a 100 ml pfedem ptipravené¢ho 0,5 M zasobniho roztoku EDTA (pH
8,5). Doplni se (re)destilovanou vodou do celkového objemu 1000 ml. Neautoklavuje se.

Uchovava se v té€sn€ uzaviené lahvi pti laboratorni teplot¢.

Piiprava 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.

4.2.6  Ostatni

4.2.6.1 Voda vhodna pro PCR.

4.2.6.2 Ribonuklease A 10 mg/ ml (DNase and protease free) — RNaza A.

4.2.6.3 (re)destilovana voda.

4.2.6.4 Agardza.

4.2.6.5 Agardza High Resolution.

4.2.6.6 Zasobni roztok ethidium bromidu. Pracovni roztok se ziskd zfedénim zdsobniho
roztoku 10 x(re)destilovanou vodou.

4.2.6.7 Elektroforeticky marker pro amplifikaty (napi. GeneRuler™S50bp DNA Ladder).

4.2.6.8 6 x Loading Dye Solution.

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

4.2.6.10 (0,5 — 1)% roztok chlornanu sodného.

4.2.6.11 70% etanol.

Piiprava agarézového gelu

Pouziva se 0,8% gel pro stanoveni kvality vyizolované DNA (0,64 g agarozy) a 2% gel

pro hodnoceni amplifika¢nich fragmentt (1,6 g agardzy nebo agarézy High Resolution).

Do Erlenmeyerovy baniky se navazi dané mnozstvi praskové agardzy a piida se 80 ml

pracovniho 1 X TAE pufru. Vaii se (15 — 20) min pii (150 — 200) °C na elektromagnetickém

michadle do doby, az se vyceti 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 (interkalaéni

barvivo slouzici ke zviditelnéni DNA v gelu) a micha se 1 min. Poté se vyjme michadélko

a agar se nalije do vany s hiebinkem. Asi po (20 — 30) min, v zavislosti na teploté prostiedi,
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lze opatrné¢ vyjmout hiebinek a pienést gel znalévaci vany do elektroforetické vany

S pracovnim roztokem 1 x TAE pufru.

4.3 Testovany material

Pozitivni kontroly se pouzivaji pro potvrzeni pfitomnosti amplifikovaného useku. Negativni
kontroly se pouzivaji pro prokazani specifity reakce, a to jen v pfipadé¢ nové zavadénych

genetickych modifikaci.

DAS1507

ERM®BF418b (oznageni CRM 5/2012) obsahujici 0,1 % kukufice DAS1507 a ERM"-
BF418c (oznaceni CRM 6/2012) obsahujici 0,99 % kukufice DAS1507 z IRMM Institute for
reference Material and Measurements. Tyto pozitivni kontroly jsou ve formé sojového prasku,
proto se z nich musi vyizolovat DNA.

MIR604

ERM®BF423b (oznageni CRM 9/2012) obsahujici 0,1 % kukufice MIR604 a ERM®“-BF423c
(oznaceni CRM 10/2012) obsahujici 0,98 % kukuiice MIR604 z IRMM Institute for reference
Material and Measurements. Tyto pozitivni kontroly jsou ve form¢ sojového prasku, proto se
z nich musi vyizolovat DNA.

MONS863

ERM®BF416b (oznateni CRM 1/2012) obsahujici 0,1 % kukufice MON863 a ERM“-BF416¢
(oznaceni CRM 2/2012) obsahujici 0,98 % kukutice MON863 z IRMM Institute for reference
Material and Measurements. Tyto pozitivni kontroly jsou ve formé kukuficného prasku, proto
se z nich musi vyizolovat DNA.

Btll

ERM®-BF412¢ (oznageni CRM 7/2009) obsahujici 0,98 % kukufice Btl1 z IRMM Institute
for reference Material and Measurements.

DAS59122

ERM®-BF414c (oznageni CRM 4/2009) obsahujici 0,99 % kukufice DAS59122 z IRMM
Institute for reference Material and Measurements.

GA21

ERM®-BF414d (oznageni CRM 9/2009) obsahujici 0,99 % kukutice GA21 z IRMM Institute

for reference Material and Measurements.

24



MONS810

ERM®™-BF413d (oznageni CRM 8/2009) obsahujici 1 % kukufice MONS810 z IRMM Institute
for reference Material and Measurements.

NK603

ERM®-BF413d (oznaceni CRM 10/2009) obsahujici 0,98 % kukufice MON810 z IRMM
Institute for reference Material and Measurements.

Testovany material kombinaci genetickych modifikaci byl vytvofen smisenim jednotlivych

1% pozitivnich kontrol v poméru (1 : 1).

4.4 Pracovni postup

441 lzolace 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 dobie promicha. Vysledny pufr C4 je stabilni 1 rok pti uskladnéni pti laboratorni teploté.
Pro dokonalejsi rozpusténi obou komponent se doporucuje 5min inkubace pii 45 °C.

Pufr C5: ke koncentratu pufru C5 se prida (95 — 100)% etanol v mnozstvi uvedeném
na lahvicce pufru. Po zfedéni se oznaci ptfidani etanolu. Takto upraveny pufr Ize uchovavat

pfi laboratorni teploté 1 rok.

Proteinaza K: K lyofilizované Proteindze K se pfidd mnoZstvi proteinazového pufru uvedené
na jejim obalu. Roztok proteinazy K je stabilni 6 mésict pii —20 °C.

Vlastni izolace DNA probihd v nékolika krocich. Nejdfive se pfipravi pracovni plocha.
Pracovni nastroje, pomicky 1 prostor se dekontaminuji od jakychkoli molekul DNA otfenim

povrchit 70% etanolem a 30min pisobenim UV zafeni.

Vodni lazen se spolu s lyza¢nim pufrem CF ptedehieje na teplotu 65 °C. Do 2ml zkumavky
se navazi 200 mg zhomogenizovaného vzorku (pozitivni kontroly). Prvnim krokem izolace
DNA je bunétna lyze, kdy se ke vzorku ptida 550 pl lyzaéniho pufru CF, dobie promicha
(15's), ptida se 10 pl proteinazy K a 10 ul RNazy A a opét se promicha (2 — 3) s. Inkubuje se
30 min pii 65 °C. Poté se smés 10 min centrifuguje pti >10000 g, az se bunécné zbytky usadi.
Ptipravi se podminky pro vazdni DNA na silikagel, a to tak, ze se pfevede 300 pl ¢istého
supernatantu do nové 2 ml zkumavky. Ptida se 300 pl pufru C4 a 200 ul etanolu (96 — 100)%
a vortexuje se 30 s. Tuba NucleoSpin se umisti do nové 2ml centrifugacni zkumavky a piida

se 750 pul smési z predchoziho kroku. Centrifuguje se 1 min pfi 11000 g. Protekla tekutina
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se vylije. Nasleduje promyvani DNA, které probiha ve tiech po sobé& nasledujicich krocich.
V prvnim promyti se napipetuje 400 pl pufru CQW do NucleoSpin tuby. Centrifuguje se
1 min pii 11000 g. Protekla tekutina se vylije. Ve druhém promyti se napipetuje 700 ul pufru
C5 do NucleoSpin tuby. Centrifuguje se 1 min pii 11000 g. Protekla tekutina se wvylije.
Ve tretim promyti se pipetuje dalSich 200 pl pufru C5 do NucleoSpin tuby. Centrifuguje se
2 min 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. Pfedehieje
se eluéni pufr CE na 70 °C. Tuba NucleoSpin se umisti do nové centrifuga¢ni zkumavky
o objemu 1,5 ml. Na membranu v NucleoSpin tubé se napipetuje 100 pl ptredehiatého
eluéniho pufru CE. Inkubuje se 5 min pfi laboratorni teploté, a poté se centrifuguje se 1 min

pti 11000 g, aby se shromazdila DNA.

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

(2 —8) °C, pro dlouhodobé pii -20 °C.

442 Meéreni koncentrace a urceni kvality vyizolované DNA

Dulezitym krokem po izolovani DNA je orientacni spektrofotometrické stanoveni jeji
koncentrace, pfipadné dalSich pifimési a zjisténi jeji kvality — celistvosti pomoci gelové
elektroforézy v 0,8% agar6zovém gelu.

Spektrofotometrické méreni koncentrace ziskané DNA:

Méfeni pti vinovych délkach 230 nm, 260 nm a 280 nm umozni vedle stanoveni koncentrace
ziskané DNA i hodnoceni ¢istoty vzorku. Nukleové kyseliny absorbuji UV zafeni s maximem
absorbance v oblasti vinové délky okolo 260 nm, zatimco proteiny v oblasti okolo 280 nm.
Stupen ¢istoty nukleovych kyselin se stanovuje z poméru absorbance pfi 260 nm a 280 nm
a (260 a 230) nm.

Hodnoty poméru 260/280 se nejcastéji pohybuji v rozmezi (1,7 — 2,0). Idedlni hodnoty jsou
(1,7 — 1,8). Jestlize je nam&fena hodnota pod 1,7, je DNA zneéi$téna proteiny nebo jinymi
organickymi latkami. Pokud je naméfend hodnota nad 1,9, je DNA znecisténd RNA nebo
organickymi latkami.

Hodnoty poméru 260/230 musi byt vyssi nez 1,5. Idealni hodnoty jsou (2,0 — 2,2). Pokud je
naméfend hodnota nizsi nez 1,5, je ziskand DNA kontaminovéana latkami jako jsou fenol
a guanidinové soli.

Vlastni méteni:

Koncentrace DNA se méfi proti slepému vzorku, kterym je roztok, vnémz je DNA

rozpuiténa (jedna se o eluéni roztok z kitu NucleoSpin® Food). Pouziji se 2 pl vzorku. Kazdy
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vzorek se mé&fi 2 X, z naméfenych hodnot se vypoc¢ita praimér. Pro naslednou PCR zpravidla
vyhovuje koncentrace 5 ng/ul templatové DNA. Pokud je jeji koncentrace vyssi, je tfeba ji
na tuto hodnotu natedit vodou vhodnou pro PCR.

Urceni kvality vyizolované DNA

Pomoci elektroforézy v 0,8% agar6zovém gelu se zjisti kvalita vyizolované DNA (zda je
celistva nebo degradovand) a ptitomnost RNA.

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).

443 Polymerazova retézova reakce

Pro zavedeni detekce novych genetickych modifikaci byly vyuzity jiz zavedeny JPP postup
Stanoveni piitomnosti GMO metodou PCR (postup ¢. 10250.1) a event — specific metody
validované EURL.

Sekvence jednotlivych amplifikacnich primerd a amplifikaéni programy byly pifevzaty
z metod validovanych EURL. Pfi zavadéni novych PCR detekci se provedlo z divodu
opakovatelnosti pét na sobé nezavislych PCR reakci (amplifikaci). U multiplexni PCR
se provedly na sob¢ ti1 nezavislé PCR reakce.

Vnitini gen kukufice

Primery: IVRI-F, IVRI-R

Amplifikaéni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 50
Annealing 68 110 35
Extenze 72 120
Zavérefna extenze 72 300 1

Délka amplikonu: 226 bp

27



Screeningovy element promotor 35S
Primery: 35s-cf3, 35s-cf4

Amplifika¢ni program:

Teplota (°C)
Pocate¢ni denaturace 94
Denaturace 94
Annealing 57,5
Extenze 72
Zavérefna extenze 72

Délka amplikonu: 123 bp

Screeningovy element terminator NOS
Primery: NOS-1, NOS-3

Amplifikaéni program:

Teplota (°C)
Pocate¢ni denaturace 94
Denaturace 94
Annealing 57,5
Extenze 12
Zavérefna extenze 72

Délka amplikonu: 180 bp

Screeningovy element nptIl
Primery: APH2 F, APH2 R

Amplifika¢ni program:

Teplota (°C)
Pocatecni denaturace 95
Denaturace 95
Annealing 60
Extenze 72

Délka amplikonu: 215 bp
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Pocet cyklu
1
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Pocet cyklu
1
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Pocet cyklu
1
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Screeningovy element pat
Primery: pat_16-L, pat_16-R

Amplifika¢ni program:

Teplota (°C)
Pocatecni denaturace 95
Denaturace 95
Annealing a extenze 60

Délka amplikonu: 186 bp

Transgen DAS1507
Primery: MaiY-F1, MaiY-R3

Amplifika¢ni program:

Teplota (°C)
Pocate¢ni denaturace 95
Denaturace 95
Annealing a extenze 60

Délka amplikonu: 58bp

Transgen MIR604

Primery: MIR604 primerF, MIR604 primer R

Amplifikaéni program:

Teplota (°C)
Dekontaminace 50
Pocate¢ni denaturace 95
Denaturace 95
Annealing 60

Délka amplikonu: 76 bp
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1
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1
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Transgen MONG863
Primery: MON863F, MONB863R

Amplifika¢ni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Dekontaminace 50 120 1
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing 60 60 45

Délka amplikonu: 84 bp

Hybridni kukuFice NK603xMON863
Primery: MON863F, MON863R, NK603-1, NK603-2

Amplifika¢ni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Dekontaminace 50 120 1
Pocate¢ni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing 60 60 »

Délky amplikont: 84, 108 bp

Hybridni kukurice MON863xMONS810xNK603
Primery: MON863F, MON863R, Mail-F1, Mail-R1, NK603-1, NK603-2

Amplifika¢ni program:

Teplota (°C) Cas () Pocet cykla
Dekontaminace 50 120 1
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15 45
Annealing 60 60

Délky amplikont: 84, 92, 108 bp

30



Hybridni kukufice MON863xMON810
Primery: MON863F, MON863R, Mail-F1, Mail-R1

Amplifika¢ni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Dekontaminace 50 120 1
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing 60 60 45

Délky amplikonu: 84, 92 bp

Hybridni kukuFice Bt11xMIR604
Primery: Btll-ev-F1, Btll-ev-r5, MIR604 primerF, MIR604 primer R

Amplifika¢ni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Dekontaminace 50 120 1
Pocate¢ni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing 60 60 0

Délky amplikonu: 68, 76 bp

Hybridni kukufice Bt11xMIR604xGA21
Primery: Btll-ev-F1, Btll-ev-r5, MIR604 primerF, MIR604 primer R, GA21-5'f, GA21-5'r

Amplifika¢ni program:

Teplota (°C) Cas () Pocet cykla
Dekontaminace 50 120 1
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15 40
Annealing 60 60

Délky amplikoni: 68, 76, 101 bp
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Hybridni kukuFice MIR604xGA21
Primery: MIR604 primerF, MIR604 primer R, GA21-5'f, GA21-5'r

Amplifika¢ni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Dekontaminace 50 120 1
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing 60 60 0

Délky amplikond: 76, 101 bp

Hybridni kukurice DAS1507xNK603
Primery: MaiY-F1, MaiY-R3, NK603-1, NK603-2

Amplifika¢ni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Dekontaminace 50 120 1
Pocate¢ni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing 60 60 »

Délky amplikond: 58, 108 bp

Hybridni kukurice DAS59122xDAS1507xNK603
Primery: DAS-59122-7rb1f, DAS-59122-7-rb1r, MaiY-F1, MaiY-R3, NK603-1, NK603-2

Amplifika¢ni program:

Teplota (°C) Cas () Pocet cykla
Dekontaminace 50 120 1
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing 60 60 >0

Délky amplikont: 86, 58, 108 bp
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Hybridni kukuFice DAS59122xDAS1507
Primery: DAS-59122-7rb1f, DAS-59122-7-rblr, MaiY-F1, MaiY-R3

Amplifika¢ni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Dekontaminace 50 120 1
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing 60 60 >0

Délky amplikona: 86, 58 bp

Provedeni vlastni PCR reakce

Pouzivané amplifikaéni kity REDTaq a REDEx nejsou zcela zaménitelné. REDEx se pouziva
pro duplexni a multiplexni PCR, pro ostatni jednoduché reakce postacujici REDTaq
(v ptipad¢ potieby mohou byt provevedeny i kitem REDEX, nebot' specifita je dana

amplifikacnimi primery).

Laminarni box se (20 — 30) min vysviti UV zafenim. Pfedméty v ném umisténé a jeho prostor
se dekontaminuji 70% etanolem. Pfipravi se pipety, sterilni Spicky s filtrem, sterilni

zkumavky, odpadni naddoba s vloZenym sackem na pouzity material, stojanky, apod.

Stanovi se pocet reakci (tj. pocet vzorki, beztemplatova, negativni kontrola, pouzije-li se,
a pozitivni kontrola). Dle tabulek reak¢nich smési (Tabulka 1, Tabulka 2 a Tabulka 3)
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 pfevracenim nebo kratkym vortexovanim

a zcentrifuguji na minicentrifuze.
PCR smés se ptipravuje na ledu.

REDTagReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl,

Celkova reakéni smés se steriln€ smichd v poradi, v jakém jsou jeji slozky uvedeny v tabulce
1. Reakéni smés se diikladné, ale opatrné promiché (obraceni zkumavky, vortex) a rozdéli se
po 22,5 ul do oznacenych zkumavek. Poté se do zkumavek piida 2,5 pl templatové DNA.
Do beztemplatové kontroly se misto DNA ptida 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.
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Mirnym poklepanim se promichaji, zcentrifuguji na minicentrifuze, vlozi se do termalniho

cykleru a zah4ji se ptislusna PCR amplifikace.
REDEXtract-N-Amp™ Plant PCR Kits

Izolaty DNA ziskané pomoci vySe uvedenych izolacnich kitli se museji pro amplifikaci timto
kitem upravit tak, ze se smichaji v poméru 1 : 1 se smési Extraction Buffer : Dilution Buffer
(1 : 1). Pozadovany objem 4 pl roztoku templatu vkladdany do 1 PCR reakce tedy tvoii 2 pl
izolatu DNA a 2 pl této smési pufri na 20 pl celkové reakéni smési v 1 PCR. Celkova reakéni
smés se sterilné smicha v poradi, v jakém jsou jeji slozky uvedeny v tabulce 2 a tabulce 3.
Reakéni smés se dikladné, ale opatrné promicha (obraceni zkumavky, vortex) a rozdéli se
po 16 ul do oznacenych zkumavek. Poté se do zkumavek ptidaji 4 pl templatové DNA.
V piipadé¢ multiplexni PCR reakce se reakéni smés rozdéli po 21 pl do oznacenych
zkumavek, poté se pridaji 4 pl templatové DNA. Do beztemplatové kontroly se misto DNA
ptida voda vhodna pro PCR.

Pipetuje se v tomto pofadi: beztemplatova kontrola, vzorky a pozitivni kontrola. Zkumavky
se peclivé zavickuji, aby se zabradnilo vypafovani smési béhem reakce. Mirnym poklepanim
se promichaji, zcentrifuguji 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 (nl)
PCR voda 9
REDTagReadyMix PCR Reaction Mix with 125
MqCl,
Primer F 0,5
Primer R 0,5
Templat 25
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Tabulka 2. SloZeni reakéni smési REDExtract-N-Amp™ Plant PCR Kits -duplexni PCR.

Slozka 1 reakce (ul)

PCR voda 4.4
REDEXxtract-N-Amp™ Plant PCR Kits 10
Primer F 0,4
Primer R 0,4
Primer F 0,4
Primer R 0,4
Templat 4

Tabulka 3. SloZeni reakéni smési REDExtract-N-Amp™ Plant PCR Kits- multiplexni PCR.

Slozka 1 reakce (ul)

PCR voda 3,6
REDEXxtract-N-Amp™ Plant PCR Kits 15
Primer F 0,4
Primer R 0,4
Primer F 0,4
Primer R 0,4
Primer F 0,4
Primer R 0,4
Templat 4

Elektroforéza v agarézovém gelu

2% gel se vlozi do elektroforetické vany a ptevrstvi pracovnim 1 X TAE pufrem nékolik mm
nad jeho povrch. VVzorky se nanesou do jamek gelu v tomto poradi: beztemplatova kontrola,
negativni kontrola, elektroforeticky marker, vzorky, elektroforeticky marker a pozitivni
kontrola. Objem vzorku nanaseného do jedné jamky zavisi na typu hiebinku a jeho potfebném
mnozstvi. Amplifikaty ziskané pomoci obou kit se nanéseji ptimo z PCR zkumavek, protoze
obsahuji nanaseci barvivo pro elektroforézu. Po naneseni kontrol a markerd do jamek v gelu
se spusti elektroforéza. Doporucuje se nastaveni zdroje (100 — 140) V, maximum mA, (30 —
60) min chodu. Tyto hodnoty lze ménit dle potieby a pokynli v ndvodu pro pouziti

elektroforetického zdroje.
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Rozdéleni a uspofadani pruhti se sleduje prosvicenim na transiluminatoru, vyfotografovanim

a pfenesenim do pocitace.

5 Vysledky a diskuze

MONS863

Spektrofotometrické méreni koncentrace ziskané DNA:

Tabulka 4. Naméi'ené koncentrace a hodnoty urcujicich ¢istotu vyextrahované DNA.

vzorky koncentrace (ng/ul) A 260/ A 280 A 260/ A 230
CRM 1/2012 723,70 2,14 2,32
CRM 1/2012 724,90 2,15 2,33
CRM 2/2012 261,10 2,42 2,16
CRM 2/2012 263,70 2,43 2,17

Urceni kvality vyizolované DNA

M 1712 2/12 M

1000 kg »

100 bip

500 bp -

200 bp

Obr 1. Urceni kvality vyizolované DNA pozitivnich kontrol CRM 1/2012 (1/12) a CRM
2/2012 (2/12), K — kontrola izolace, M — hmotnostni standard.
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Stanoveni vnitiniho genu kukufice

Bt M 112 212 M P

Obr 2. Stanoveni vnitiniho genu kukufice (226 bp) u pozitivnich kontrol CRM 1/2012
(1/12) a CRM 2/2012 (2/12), Bt — beztemplatova kontrola, , M - marker 50 bp, P —
pozitivni kontrola CRM 2/2009. Amplifikacni kit REDTaq.

Stanoveni promotoru 35S

Bt M 112 212 M P

Obr 3. Stanoveni promotoru 35S (123 bp) u CRM 1/2012 (1/12) a CRM 2/2012 (2/12), Bt
— beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola IRM 1/2007.
Amplifika¢ni kit REDTaq.
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Stanoveni terminatoru NOS

Bt M 112 212 M P

Obr 4. Stanoveni terminatoru NOS (180bp) u CRM 1/2012 (1/12) a CRM 2/2012 (2/12),
Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 1/2011.
Amplifika¢ni kit REDTagq.

Stanoveni screeningového elementu nptll

Bt M 1/12 2/12

250 bp - A

200 bp -

150 bp -

100 bp -

50 bp-

Obr 5. Stanoveni screeningového elementu nptII (215 bp) u CRM 1/2012 (1/12) a CRM
2/2012 (2/12), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp. Amplifikaéni kit
REDTaq.
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Stanoveni transgenu MON863

260 bp -

200 bp -
160 bp -

100 bp

60 bp -

Obr 6. Stanoveni transgenu MON863 (84 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
1/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 2/2012. Amplifika¢ni kit REDTaq.

250 bp
200 bp -

150 bp

100 bp

50 bp -

Obr 7. Stanoveni transgenu MON863 (84 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
1/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 2/2012. Amplifika¢ni kit REDTaq.
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200 hp -

160 hp -

100 bp -

Obr 8. Stanoveni transgenu MON863 (84 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
1/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 2/2012. Amplifika¢ni kit REDTaq.

M P1

260 bp

200 bp -

160 bp -

100 bip

60 bp

Obr 9. Stanoveni transgenu MON863 (84 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
1/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 2/2012. Amplifika¢ni kit REDTaq.
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250 bp -

200 hp -

160 bp

100 bp -

50 bp -

Obr 10. Stanoveni transgenu MONS863 (84 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
1/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 2/2012. Amplifika¢ni kit REDTaq.

MIR604

Spektrofotometrické méieni koncentrace ziskané DNA:

Tabulka 5. Naméiené koncentrace a hodnoty urcujicich ¢istotu vyextrahované DNA.

Vzorky Koncentrace (ng/pl) A 260/A 280 A 260/A 230
CRM 9/2012 39,60 1,82 2,25
CRM 9/2012 40,90 1,90 2,25
CRM 10/2012 60,70 1,74 1,73
CRM 10/2012 60,00 1,75 1,73
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Urceni kvality vyizolované DNA

M 9/12 10/12 M

1000 Bpe
700 bas

S00 bp s

200 bp -

Obr 11. Uré¢eni kvality vyizolované DNA pozitivnich kontrol CRM 9/2012 (9/12) a CRM
10/2012 (10/12), K — kontrola izolace, M — hmotnostni standard.

Stanoveni vnitiniho genu kukufice

Bt M 91210M12M P

Obr 12. Stanoveni vnitiniho genu kukufice (226 bp) u pozitivnich kontrol CRM 9/2012
(9/12) a CRM 10/2012 (10/12), Bt — beztemplatova kontrola, , M - marker 50 bp, P —
pozitivni kontrola CRM 2/2009. Amplifikacni kit REDTagq.

42



Stanoveni terminatoru NOS

Bt M 91210M12M P

Obr 13. Stanoveni terminatoru NOS (180 bp) u CRM 9/2012 (9/12) a CRM 10/2012
(10/12), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM
1/2011. Amplifikaéni kit REDTaq.

Stanoveni transgenu MIR604

Obr 14. Stanoveni transgenu MON863 (76 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
9/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 10/2012. Amplifikaé¢ni kit REDTagq.

43



2460 bp -

200 bp -

160 bp -

100 bp -

40 bp

Obr 15. Stanoveni transgenu MONS863 (76 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
9/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 10/2012. Amplifikaé¢ni kit REDTagq.

260 bp -
200 bp -

160 hp -

100 bp -

Obr 16. Stanoveni transgenu MON863 (76bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
9/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 10/2012. Amplifikaé¢ni kit REDTagq.
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250 bp -

200 hp-
150 hp -

100 bp -

50 bp -

Obr 17. Stanoveni transgenu MON863 (76 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
9/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 10/2012. Amplifika¢ni kit REDTagq.

Obr 18. Stanoveni transgenu MON863 (76 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
9/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 10/2012. Amplifikaé¢ni kit REDTagq.
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Stanoveni transgenu DAS1507

Spektrofotometrické méfeni koncentrace ziskané DNA:

Tabulka 6. Naméfené koncentrace a hodnoty urcujicich ¢istotu vyextrahované DNA.

Vzorky Koncentrace (ng/ul) A 260/A 280 A 260/A 230
CRM 5/2012 309,70 2,14 2,26
CRM 5/2012 307,60 2,14 2,27
CRM 6/2012 363,40 2,15 2,29
CRM 6/2012 363,80 2,15 2,29

Urceni kvality vyizolované DNA

M S5/12 6/12 M

1000 bp s

00 bp -

500 bp

200 bp

Obr 19. Uréeni kvality vyizolované DNA pozitivnich kontrol CRM 5/2012 (5/12) a CRM
6/2012 (6/12), K — kontrola izolace, M — hmotnostni standard.

46




Stanoveni vnitiniho genu kukufice

Bt M 512 6/12 M P1 P2

Obr 20. Stanoveni vnitiniho genu kukufice (226 bp) u pozitivnich kontrol CRM 9/2012
(9/12) a CRM 10/2012 (10/12), Bt — beztemplatova kontrola, , M - marker 50 bp, P1 —
pozitivni kontrola IRM1/2007, P2 — pozitivni kontrola CRM 2/2009. Amplifikaéni kit
REDTag.

Stanoveni promotoru 35S

Bt M 512612 M P

Obr 21. Stanoveni promotoru 35S (123 bp) u CRM 5/2012 (5/12) a CRM 6/2012 (6/12),
Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola IRM 1/2007.
Amplifika¢ni kit REDTaq.
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Stanoveni screeningového elementu pat

Bt M 512 6/12

250 bp=
200 hp -
150 bp -
100 bp -

50 bp -

Obr 22. Stanoveni elementu pat (186 bp) u CRM 5/2012 (5/12) a CRM 6/2012 (6/12)—
pat: Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp. Amplifika¢ni kit REDTaq.

Stanoveni transgenu DAS1507

Obr 23. Stanoveni transgenu DAS1507 (58 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
5/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2012. Amplifika¢ni kit REDTaq.
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250hp -

200 bp

160 bp -

100 by -

Obr 24. Stanoveni transgenu DAS1507 (58 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
5/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2012. Amplifika¢ni kit REDTagq.

250 bp -

. 200bp-

150 bp -

100 bp -

50 bp -

Obr 25. Stanoveni transgenu DAS1507 (58 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
5/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2012. Amplifika¢ni kit REDTagq.
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250 bp-*
200 bp-

150 bp-

100 bp -

a0 hp -

Obr 26. Stanoveni transgenu DAS1507 (58bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
5/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2012. Amplifika¢ni kit REDTagq.

L

e

250 by A

200 bp - v

160 hp -

100 bp -

50bp-

Obr 27. Stanoveni transgenu DAS1507 (58 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2009 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM
5/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2012. Amplifika¢ni kit REDTaq.
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Béhem zavadéni transgentit MON863, MIR604 a DAS1507 se postupovalo dle metody JPP
(postup €. 10250.1) a event-specific metod validovanych EURL. Zachovaly se jednotlivé
objemy a slozky PCR reakce, sekvence primert i amplifikacni programy.

Z vyse uvedenych vysledki vyplyva, ze testovany certifikovany referencni material vykazuje
pruh v pfislusném misté. Nékteré z téchto pruht (hlavné u nizsi koncentrace DNA) jsou vSak
na hranici viditelnosti (zejména v tisténé verzi, kterd mad ponckud horsi kvalitu oproti

puvodnim snimkim ulozenym v pocitaci).

Duplexni a multiplexni PCR
DAS1507xNK603, DAS59122xDAS1507xNK603, DAS59122xDAS1507

BB M wiw2wd M Pl P2 P3

Obr 28. Multiplexni PCR reakce: Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, vz1 -
CRM6/2012xCRM10/2009(DAS1507xNK603), vz2 — CRM
4/2009xCRM6/2012xCRM10/2009(DAS59122xDAS1507xNK603), vz3 — CRM
4/2009xCRM6/2012(DAS59122xDAS1507), P1 — pozitivni kontrola CRM 6/2012 (58 bp),
P2 — pozitivni kontrola CRM 10/2009 (108 bp), P3 — pozitivni kontrola CRM 4/2009 (86
bp). Amplifika¢ni kit REDEX.
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Bt Mw1 w2w3 M P1 P2 P3

Obr 29. Multiplexni PCR reakce: Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, vzl —
CRM6/2012xCRM10/2009(DAS1507xNK603), vz2 — CRM
4/2009xCRM6/2012xCRM10/2009(DAS59122xDAS1507xXxNK603), vz3 — CRM
4/2009xCRM6/2012(DAS59122xDAS1507), P1 — pozitivni kontrola CRM 6/2012 (58 bp),
P2 — pozitivni kontrola CRM 10/2009 (108 bp), P3 — pozitivni kontrola CRM 4/2009 (86
bp). Amplifika¢ni kit REDEXx.

Bt M wiw2w3d MP1 P2 P

Obr 30. 30. 1. 2013 multiplexni PCR reakce: Bt — beztemplatova kontrola, M - marker
50 bp, vz1 - CRM6/2012xCRM10/2009(DAS1507xNK603), vz2 — CRM
4/2009xCRM6/2012xCRM10/2009(DAS59122xDAS1507xNK603), vz3 — CRM
4/2009xCRMG6/2012(DAS59122xDAS1507), P1 — pozitivni kontrola CRM 6/2012 (58 bp),
P2 — pozitivni kontrola CRM 10/2009 (108 bp), P3 — pozitivni kontrola CRM 4/2009 (86
bp). Amplifika¢ni kit REDEXx.
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NK603xMONB863, MON863xMON810xNK603, MON863xMONS810
Bt M vz4 vz5 vz6 M P4 PS5 P6

Obr 31. Multiplexni PCR reakce: Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, vz4 -
CRM10/2009xCRM12/2012 (NK603xMON863), vz5 - CRM
2/2012xCRM8/2009xCRM10/2009 (MON863xMON810xNK603), vz6 — CRM 2/2012
XCRM8/2009 (MON863xMONS810), P4 — pozitivni kontrola CRM 2/2012 (84 bp), P5 —
pozitivni kontrola CRM 10/2009 (108 bp), P6 — pozitivni kontrola CRM 8/2009 (92bp).
Amplifika¢ni kit REDEx.

Bt M vz4 wz5vz6 M P4 PS5 P6

Obr 32. 29. 1. 2013 multiplexni PCR reakce: Bt — beztemplatova kontrola, M - marker
50 bp, vz4 - CRM10/2009xCRM12/2012 (NK603xMON863), vz5 - CRM
2/2012xCRM8/2009xCRM10/2009 (MON863xMON810xNK603), vz6 — CRM 2/2012
XCRM8/2009 (MONB863xMON810), P4 — pozitivni kontrola CRM 2/2012 (84 bp), P5 —
pozitivni kontrola CRM 10/2009 (108 bp), P6 — pozitivni kontrola CRM 8/2009 (92bp).
Amplifika¢ni kit REDEXx.
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Bt M wdwvzd w6 M P4 P5 PS

Obr 33. Multiplexni PCR reakce: Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, vz4 —
CRM10/2009xCRM12/2012 (NK603xMON863), vz5 — CRM
2/2012xCRM8/2009xCRM10/2009 (MON863xMON810xNK603), vz6 — CRM 2/2012
XCRM8/2009 (MON863xMON&810), P4 — pozitivni kontrola CRM 2/2012 (84 bp), P5 —
pozitivni kontrola CRM 10/2009 (108 bp), P6 — pozitivni kontrola CRM 8/2009 (92bp).
Amplifika¢ni kit REDEx.
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Bt11xMIR604, Bt11xMIR604xGA21, MIR604xGA21

Bt M vz7 w28 w9 M P7 P8 P9

Obr 34. Multiplexni PCR reakce: Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, vz7 -
CRM7/2009xCRM10/2012 (Bt11xMIR604), vz8 —
CRM7/2009xCRM10/2012xCRM?9/2009 (Bt11xMIR604xGA21), vz9 — CRM
10/2012xCRM9/2009 (MIR604xGA21), P7 — pozitivni kontrola CRM 10/2012 (76 bp), P8
— pozitivni kontrola CRM 7/2009 (68 bp), P9 — pozitivni kontrola CRM 9/2009 (101 bp).
Amplifika¢ni kit REDEXx.

Bt M vz7 w28 v9 M P7 P8 P9

Obr 35. Multiplexni PCR reakce: Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, vz7 —
CRM7/2009xCRM10/2012 (Bt11xMIR604), vz8 —
CRM7/2009xCRM10/2012xCRM?9/2009 (Bt11xMIR604xGA21), vz9 — CRM
10/2012xCRM9/2009 (MIR604xGA21), P7 — pozitivni kontrola CRM 10/2012 (76 bp), P8
— pozitivni kontrola CRM 7/2009 (68 bp), P9 — pozitivni kontrola CRM 9/2009 (101 bp).
Amplifika¢ni kit REDEX.

55



Bt M vz7 vz8 9 M P7T P8 P9

Obr 35. Multiplexni PCR reakce: Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, vz7 -
CRM7/2009xCRM10/2012 (Bt11xMIR604), vz8 —
CRM7/2009xCRM10/2012xCRM?9/2009 (Bt11xMIR604xGA21), vz9 — CRM
10/2012xCRM9/2009 (MIR604xGA21), P7 — pozitivni kontrola CRM 10/2012 (76 bp), P8
— pozitivni kontrola CRM 7/2009 (68 bp), P9 — pozitivni kontrola CRM 9/2009 (101 bp).
Amplifikaéni kit REDEx.

Pti provadéni duplexni a multiplexni PCR se postupovalo dle metody JPP (postup ¢. 10250.1)
a event-specific metod validovanych EURL. U multiplexni PCR se provedlo navyseni
jednotlivych slozek reakéni smési. Elektroforéza byla provedena na agaréze High Resolution
pro lepsi rozliseni PCR produkti.

Z vyse uvedenych vysledkil vyplyva, ze amplikony testovanych vzorkll jsou od sebe tézko
odlisitelné, a to z toho divodu, Ze jejich pocty para bazi (bp) jsou si podobné a v nékterych
ptipadech spolu splyvaji. Nejsou od sebe odlisitelné ani na High Resolution agarézovém gelu.
Neékteré z téchto pruht jsou na hranici viditelnosti (zejména v tiSténé verzi, kterd ma ponékud

horsi kvalitu oproti pivodnim snimkiim ulozenym v pocitaci).

Detekovatelnost pruhit DNA je z4visla na téchto faktorech:
- Koncentraci templatové DNA.
- Kvalit¢ templatové DNA, ktera zavisi jak na zplisobu izolace, tak na opakovaném

rozmrazovani a zmrazovani alikvota ve zkumavkach.
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- Kvalit¢ amplifikacnich primert. Jejich kvalita je také zavisld na opakovaném
rozmrazovani a zmrazovani.

- Kvalité gelu a provedeni elektroforézy.

6 Zavér

Cilem prace bylo zavést metody pro detekci novych genetickych modifikaci, a to transgenti
MONS863, MIR604 a DAS1507 u kukufice, a rozsifit tak spektrum dosud stanovovanych
transgenil v laboratofi OMB.

Tento kol se podafilo splnit a laboratof je schopna K datu psani této prace stanovit
11 genetickych modifikaci u kukufice. Tyto metody se zaradi do postupu zkouSeni
ptitomnosti genetickych modifikaci u vzorkt krmiv a osiv.

Soucasné bylo cilem vyvojového Ukolu vyzkouSeni multiplexni PCR reakce u vybranych
kombinaci transgenti obsahujicich zavadéné genetické modifikace a genetické modifikace
Vv laboratofi jiz zavedé. V tomto piipad¢ se ukol splnit nepodatfilo a laboratof bude nadale

stanovovat kazdy transgen zvlast pomoci jednoduché PCR.
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