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1 Uvod

PSenice je jednou z nejstarSich kulturnich plodin. Zacatky jejiho péstovani jsou spojeny
se vznikem zemédé@lstvi. Nejstar§i nalezy se vztahuji k péstovani pSenice jednozrnky
a dvouzrnky. Rod pSenice (Triticum L.) nalezi do celedi lipnicovitych (Poaceae). Zahrnuje
nekolik druhti a velky pocet forem a odriid. Hlavni jsou 2 druhy: pSenice seta (Triticum
aestivum L) a pSenice tvrdé (Triticum durum) [1].

P3enice setd je u nas nejrozsifendjsi plodinou a zaujiméa téméi &tvrtinu orné pudy v CR
a polovinu ploch vSech obilnin. Péstuje se ve dvou forméch — ozimé (94 %) a jarni (6 %) [1].
Psenice tvrda (Triticum durum) vznikla z kulturni pSenice dvouzrnky a ma ozimé i jarni formy.
Ptevazuji jarni odridy, které maji vyssi jakost [2].

Nové odriidy pSenice seté registruje a vykonnost jiz uznanych odrid ovéiuje Narodni odradovy
ttad (NOU) ze Sekce rostlinné vyroby (SRV). Oddéleni testovani odriid Narodni referenéni
laboratofe UKZUZ (NRL) tizce spolupracuje s NOU a podili se na chemickych analyzach
1 technologickych areologickych zkouskach odrid pSenice seté. Systém hodnoceni
potravinaiské jakosti pSenice seté pro pekarské vyuziti zahrnuje pfima i nepfimé hodnoceni.
Ta se podle vyznamu dé€li na hlavni (maji vliv na zafazeni odridy do jakostni skupiny)
a doplitkova (slouzi k dalsi specifikaci jakosti odriid). Hlavnimi kritérii jsou pekatsky pokus
Rapid Mix Test (objemova vytéznost), obsah dusikatych latek v susiné (N x 5,7), sedimentacni
index Zelenyho test, ¢islo poklesu, objemova hmotnost a vaznost mouky. Doplitkova kritéria

jsou tvrdost zrna — PSI (Particle Size Index) i alveografické hodnoceni [1].

V roce 2014 se NOU zacal také zabyvat hodnocenim vybranych odriid pienice tvrdé (Triticum
durum). V rdmci posuzovani kvalitativnich parametrti tohoto druhu pSenice byla vybrana

stanoveni obsahu popela, barevného pigmentu, ¢isla poklesu a sedimenta¢niho indexu



Zelenyho testu. Tyto metody stanoveni se vyuzivaly jiz pfi hodnoceni pSenice seté a v této praci

se overily 1 pro pSenici tvrdou.

Déle se pro hodnoceni pSenice tvrdé (Triticum durum) pozaduje stanoveni obsahu suSiny,
N-latek, Skrobu a tvrdosti. Pro tato stanoveni se vyuzivd metoda NIRs s vytvofenymi
kalibracnimi zavislostmi pro parametry suSina, N-latky, skrob a tvrdost, které se jiz v rdmci
ONRL Brno vyuzivaly pro pSenici setou. Tyto kalibracni zavislosti jsou rozsifeny i na pSenici

tvrdou.

2 Teoreticka ¢ast

PSenice tvrda (Triticam durum) pochdzi z oblasti Sttedozemniho mote. Mimo to je rozsifena
na Blizkém vychodé¢, na Ukrajiné, v Rusku, Kanad¢, USA a Argentiné. V Evropé se kromé
Stredomoii péstuje v teplejsich oblastech Némecka, Rakouska, Mad’arska i Slovenska. V Ceské
republice se pSenice tvrda péstovala v omezené mife na jizni Moravé. PSenice tvrda patii mezi
tetraploidni pSenice, je prevdzné jarniho charakteru. Ozimé formy jsou malo zimovzdorné
a mrazuvzdorné. Podobné jako pSenice setd je 1 pSenice tvrdd narocna na kvalitu pudy.
Nejvhodnéjsi pro jeji péstovani jsou hluboké, sttedné tézké, hlinité ptidy s dostatecnou zédsobou
zivin a vlahy, predevsim na pocatku vegetace. M4 i1 vyssi naroky na teplo. Proto se ji nejlépe
dafi v oblastech s dlouhym, teplym a pomérné suchym létem. PSenice tvrda se sklizi na pocatku
zluté zralosti. Destivé pocasi v dobé dozravani negativné ovliviiuje kvalitu. Snizuje se

sklovitost, endosperm Sedne [3].

Chemické sloZeni: Obsah bilkovin se podle odridy a ro€niku pohybuje mezi 14 % az 16 %.
Psenice tvrda obsahuje vice nez 32 % lepku. Sklovitost by méla byt nad 90 %, objemovéa
hmotnost nad 785 g/l. Hodnoty sedimenta¢niho indexu Zelenyho testu jsou velmi nizké: 3,3 +
1,2. Endosperm je tvrdy, barvy svétle jantarové [4,5]. Endosperm pSenice tvrdé ma vétSinou
vysSi obsah mineralnich latek nez endosperm pSenice seté. V fad¢ zemi je obsah popela
kritériem kvality tfidéni/vysévani semoliny z pSenice tvrdé stanovenym zakonem nebo
pozadovanym trhem. Nejnovéjsi vyzkumy ale naznacuji, ze obsah minerdlnich latek nema
k jakosti pftili§ velky piimy vztah, pokud neni spojen s otrubami nebo jinou kontaminaci. Proto
bude pravdépodobné ve smérnicich uvadén jen jako latka vztahujici se k bezpecnosti potravin,

ne jako kritérium pro potieby trhu [6].



Hlavnim vyuzitim pSenice tvrdé je vyroba téstovin. Hruba mouka z pSenice tvrdé se nazyva
semolina. Tésto ze semoliny mé byt kompaktni, viskdézni, pruzné, netrhavé, nelepivé
a dostate¢n¢ plastické. Téstoviny vyrobené¢ z mouky ziskané semletim pSenice tvrdé jsou
nelepivé, po uvaieni si uchovavaji svlij ptivodni tvar. Oproti jinym druhiim pSenice ma tato
pSenice mnohem tvrdSi a vétsi zrna, kterd jsou jantarové zabarvena. Objemova hmotnost
je vetsi, obsah bilkovin minimdln¢ 14 %. PSenice tvrdd je vhodna na vyrobu téstovin

1 pro vyrobu nekynutého peciva (susenky, oplatky) [4].

3 Experimentalni ¢ast

3.1 Rozsifeni kalibracnich zavislosti na stanoveni suSiny, dusikatych
latek (N-latek), Skrobu a tvrdosti pSenice seté ziskanych metodou

NIRs o vzorky pSenice tvrdé

Vytvoteni NIR kalibra¢niho modelu pro dany parametr spociva ve vztaZeni informace ziskané
absorpci v NIR oblasti s hodnotou stanovenou laboratorni referencni metodou (LRM)

do vzajemného poméru a ziskani regresni zavislosti.

Stanoveni metodou NIR spektroskopie je uvedeno v JPP Testovani odrad (JPP TO) 50050.1
Stanoveni vybranych parametrii v rostlinném materidlu metodou NIRS [7]. Pro vytvoieni
presného NIR kalibraéniho modelu je obecné zakladnim pozadavkem dostatecny pocet
stanovenych vzorki analyzovanych klasickymi laboratornimi metodami (LRM). UKZUZ je
vramci CR zcela ojedinélym pracovi§tém zaméfenym na tento typ laboratorniho testovani.
Pozadavek na dostatecné mnozstvi vzorka pro vytvofeni robustnich kalibracnich modelt byl
spolehlivé splnén. Pro spravny vyvoj NIR kalibraéniho modelu je dulezité, aby koncentracni

rozsah kalibrovaného parametru byl co mozna nejvyssi.

V nasledujici ¢asti zpravy jsou velmi struéné popsany klasické laboratorni metody mokré
chemie, pomoci kterych byly ziskany referen¢ni hodnoty pouzité pro doplnéni kalibracnich
modelll NIRs pro pSenici tvrdou (Triticum durum). Vysledek referen¢nich hodnot v kalibraci
je uvadén jako primér ze dvou paralelnich stanoveni.

Stanoveni obsahu vlhkosti v obilninach je uvedeno v JPP TO 50001.1 Stanoveni obsahu
vlhkosti [7]. Obsah vlhkosti se stanovi vazkové jako ubytek hmotnosti po vysuseni vzorku

pii 130 °C.



Stanoveni obsahu dusikatych latek (hrubého proteinu) je uvedeno v JPP ZkouSeni krmiv
10011.1 Stanoveni obsahu dusikatych latek [8]. Dusikaté latky se stanovi metodou podle
Kjeldahla, a to titra¢né alkalimetricky (acidimetricky) po mineralizaci vzorku horkou kyselinou
sirovou za pfitomnosti katalyzatoru pfevedenim na siran amonny, dale vytésnénim amoniaku

hydroxidem sodnym a jeho ptedestilovanim do kyseliny sirové (borité).

Stanoveni obsahu $krobu je uvedeno v JPP TO 50030.1 Stanoveni obsahu skrobu [7]. Obsah
Skrobu se stanovi polarimetricky. Po hydrolyze vzorku kyselinou chlorovodikovou a odstranéni
bilkovin Caressovymi Cinidly se zmé&fi opticka otacivost a provede se korekce na opticky

aktivni latky rozpustné ve smési ethylalkohol - voda.

Stanoveni tvrdosti zrna vychazi z americké standardni normy AACC 55-30 [9] Index velikosti
¢astic pro psenici (Particle size index — PSI). Metoda spocivd v standardnim mleti zrna
a prosévani na sit¢ 0,075 mm. Nizsi podil propadu sitem je u tvrdsiho endospermu s nizsi
hodnotou PSI. Zrno se mele na laboratornim mlecim automatu Biihler MLU 202. Hodnota PSI
se vypocte podle vztahu

PSI % = (hmotnost propadu pod sitem 0,075 mm (g)/hmotnost vzorku (g)) x 100

3.2 DalSi stanoveni pouzita pro charakterizaci pSenice tvrdou

(Triticum durum)

Stanoveni Cisla poklesu (CP) je uvedeno v JPP TO 50140.1 Stanoveni ¢isla poklesu [7].
Stanoveni je zaloZzeno na schopnosti vodni suspenze mouky nebo ceredlniho produktu rychle
zmazovatét ve vrouci vodni 14zni a na méteni ztekuceni Skrobu, ke kterému dochéazi ptisobenim
a-amylazy pritomné ve vzorku. Ztekuceni ovliviiuje odpor Skrobového gelu vuci

viskozimetrickému michadlu o uréenou vzdalenost.

Stanoveni sedimenta¢niho indexu — Zelenyho test je uvedeno v JPP TO 50150.1 Stanoveni
sedimentacniho indexu — Zelenyho test [7]. Podstata zkouSky je zaloZena na schopnosti
bilkovin mouky bobtnat v kyselém prostiedi. Ze zkousené mouky, pfipravené z pSenice
za presn¢ stanovenych podminek mleti a prosévani, se pfipravi suspenze v roztoku kyseliny
mlécné a isopropanolu s pfidavkem barviva. Po ur€ité dob¢ protfepavani a klidu se stanovi
objem sedimentu vzniklého sedimentaci ¢astic mouky. Takto zjiSt€ény objem sedimentu je

ukazatelem kvality lepkové bilkoviny.



Stanoveni obsahu popela gravimetricky je uvedeno v JPP TO 50135.1 Stanoveni obsahu
popela v mouce [7]. ZkuSebni vzorek se spaluje v oxida¢ni atmosféte pti (550 + 10) °C, dokud

nedojde k uplnému rozkladu organickych latek. Po vychladnuti se popel zvazi.

Stanoveni obsahu barevného pigmentu v pSenici

A) Stanoveni obsahu karotenoidi metodou HPLC je popsano v JPP TO 50210.1
Stanoveni obsahu karotenoidit metodou HPLC [7]. Karotenoidy (lutein, lykopen i1 B-karoten)
se ze vzorku vhodnym zpusobem extrahuji a nasledné¢ se stanovi metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) se spektrofotometrickou detekci ve viditelné oblasti pfi
450 nm (lykopen 503 nm).

B) Stanoveni obsahu barevného pigmentu v pSenici tvrdé (Triticum durum) je
uvedeno v CSN EN ISO 11052 (461501) [10] Mouka a semolina z p$enice tvrdé (durum) -
Stanoveni obsahu Zlutého barviva. Karotenoidy se extrahuji ze vzorku Srotu pSenice tvrdé
vodou nasycenym roztokem n-butanolu a nasledn¢ se stanovi spektrofotometricky pii 440 nm.
Obsah Zlutého pigmentu je definovan jako obsah extrahovatelnych karotenoidi endospermu
vyjadieny v miligramech -karotenu na 100 g suSiny vzorku.

Stanoveni obsahu mokrého lepku a gluten indexu v pSenici tvrdé je uvedeno v navodu
k obsluze pfistroje Glutomatic 2200 a odstifedivky 2015 [11] Metoda mechanické ptipravy
mokrého lepku a nésledné stanoveni gluten indexu podle Pertena jako charakteristiky lepku.
Lepek ziskany ze Srotu na pfistroji Glutomatic 2200 se odstfed’uje a protlacuje specidlnim
sitkem za standardnich podminek. Celkova hmotnost lepku je definovana jako obsah mokrého

lepku. Procento lepku, zlstavajici na sitku po odstfedéni je definovano jako gluten index.

4 Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace postupu na stanoveni vybranych parametrii pSenice

seté i pSenice tvrdé metodou NIRs spektroskopie

Vlastni kalibracni modely byly doplnény o hodnoty ziskané méfenim vzorkil pSenice tvrdé
laboratornimi referen¢nimi metodami. Doslo ke zpfesnéni stavajicich kalibracnich zavislosti
diive pouzivanych pouze pro psenici setou. Nejvice se ptridavek hodnot, ziskanych
laboratornimi referenénimi metodami, projevil na zpfesnéni kalibrac¢ni zavislosti u stanoveni

tvrdosti.



Kalibracni modely se pro jednotlivé parametry kazdoro¢né dopliuji o vysledky méfeni dalSich
vzorkd, které reprezentuji danou sklizent. Tim dochazi k dal§imu zpfesnéni kalibracnich
modell. Vzorky se melou na mlynku Mill 3100 nebo Mill 120, se sitem o velikosti 0,8 mm
ameti se na pristroji FT - NIRs Nicolet Antaris. Hodnoty suSiny naméiené NIRs se dale
vyuzivaji pro stanoveni Cisla poklesu 1 sedimenta¢niho indexu Zelenyho testu. Zjistény obsah
dusikatych latek je vyrazné ovlivnén dusikatym hnojenim, rocnikem a prostredim. Stoupajici
obsah N-latek mé pozitivni vliv na povahu tésta a objem peciva. Pozadovany obsah N-latek
je podle CSN 46 1100-2 u psenice seté pro pekarenské vyuziti nejméné 11,5 %; u psenice pro
nepecivarenské vyuziti nejvyse 11,5 %. PSenice tvrda (Triticum durum) se od dalSich druhii
pSenice lisi v fad€ ukazatelii. Vykazuje vyssi objemovou hmotnost a vyssi hmotnost tisice zrn.
Zrna jsou v porovnani s pSenici setou (Triticum aestivum) vétsi, jantarové zabarvend, maji

mnohem tvrdsi endosperm a vyssi obsah bilkovin.

Vzorky pSenice tvrdé pouzité na doplnéni kalibrace NIR spektrometru pochazeji ze ctyt

regionalnich pracovist UKZUZ.

Tabulka 1. Koncentracni rozsahy pro stanovované parametry ve vzorcich pSenice tvrdé.

Susina N-latky Skrob PSI
(%) (Yo/s) (Yo/s) (%0)

Nk (podet vzork) 35(16) 35(16) 35(16) 35(16)
Minimum 88,9 12,5 64,2 4,7
Maximum 89,4 17,2 67,8 6,9
Pramér 89,1 14,8 67,4 5,7

Vysledky referencnich hodnot uvedenych parametri ziskanych klasickymi metodami mokré

chemie jsou prezentovany jako prumér paralelnich stanoveni.

Tabulka 2. Koncentraéni rozsahy Kkalibra¢nich zavislosti doplnéné o hodnoty
pro stanovované parametry ve vzorcich pSenice tvrdé ze sklizné 2014.

Susina N-latky Skrob PSI
(%) (Yols) (Yols) (%)

Nk (pocet vzorkil pSenice tvrdé) 269 (16) | 304 (16) | 270(16) | 607 (16)
Priimér doplnénych hodnot psenice tvrdé 89,1 14,8 67,4 5,7
Minimum 86,5 8,1 59,6 4,2
Maximum 91,6 20,5 73,5 28.1
Primeér 89,1 14,3 66.7 16,2
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Obrazek 1. Kalibraéni zavislost N-latek doplnéna o hodnoty pro pSenici tvrdou.
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Obrazek 2. Kalibraéni zavislost susSiny doplnéna o hodnoty pro psSenici tvrdou.
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Obrazek 3. Kalibraéni zavislost Skrobu doplnéna o hodnoty pro pSenici tvrdou.
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Obrazek 4. Kalibraéni zavislost tvrdosti doplnéna o hodnoty pro pSenici tvrdou.

Z kalibrac¢nich zévislosti jednotlivych parametrii stanovovanych metodou NIRs a tabulky 2 je
ziejmé, ze u parametru obsahu N-latek, suSiny a Skrobu nedoslo ke zméné kalibracnich
zavislosti ziskanych pro pSenici setou. Hodnoty téchto parametri lezi v rozsahu jiz dfive
zavedenych a pouzivanych kalibracnich zavislosti. Doplnénim kalibraéni zavislosti

pro parametr tvrdost doslo k rozsifeni intervalu hodnot pro stanoveni tohoto parametru.

Souhrnny ptehled ziskanych kvalitativnich parametrGi kalibra¢nich modelti stanovenych

regresni metodou PLS pro vybrané parametry v pSenici je uveden v tabulce 3.

Tabulka 3. Kvalitativni parametry kalibra¢nich modela vzorku pSenice.

Parametr RMSECV R

Susina (%) 0,18 0,98
N-latky (%/s) 0,18 0,99
Skrob (%/s) 0,99 0,92
Tvrdost PSI (%) 1,11 0,96

Legenda: RMSECV - stiedni kvadraticka chyba predikce (CV - k¥izova validace); R — korela¢ni

koeficient.

Predikéni schopnosti téchto vytvorenych kalibraénich modelti pro jednotliva stanoveni
ve vzorcich pSenice byly oveéfovany na souboru nezavislych vzorki, které nebyly zahrnuty
do vyvoje kalibra¢nich modela. Naslednym porovnanim vysledkt ziskanych LRM a metodou
NIR spektroskopie na testovani shodnosti vysledkii se ovéfovala nulova hypotéza, ze rozdil

X, —X , . , , , Sy, . -
| 4 7B | neni statisticky vyznamny na zvolené hladin¢ vyznamnosti a = 0,05. Pro testovani



shodnosti byl pouzit Studenttv test # [ 12]. Vypoctené hodnoty ¢ testu byly porovnany s kritickou

hodnotou #«. Ziskané vysledky pro jednotlivé parametry jsou prezentovany v tabulce 4.

Tabulka 4. Kvalitativni parametry porovnani 2 analytickych metod.

Parametr k X, Xp o t ta(0,05)
(LRM) (NIR)

susina (%) 15 89,15 88,58 0,05 0,1 2,145

N-latky (%/s) | 15 | 14,75 | 14,92 | 0,05 | 0,3 2,145

Skrob (%/s) 15 65,92 65,74 0,05 0,34 2,145

tvrdost (%) 13 5,35 5,92 0,05 1,55 2,179

Legenda: k — pocet vzorku; Xa (LRM) — priimérna koncentrace ziskana laboratorni referencni metodou;

Xp (NIR) — primérna koncentrace ziskana metodou NIR spektroskopie; a — zvolend hladina
vyznamnosti (0,05); t — vypocCtena hodnota Studentova testu t; ta — kriticka (tabulkova) hodnota
Studentova testu t.

Z tabulky 4 je ziejmé, ze vypoctené hodnoty ¢ pro susinu, N-latky, Skrob a tvrdost jsou nizsi
oproti tabulkové (kritické) hodnoté fe. Ztoho vyplyva, Ze metoda NIR spektroskopie
v porovndni s laboratorni referenéni metodou poskytuje statisticky shodné vysledky
pro stanoveni vybranych parametrti ve vzorcich pSenice seté. V tabulce 5 jsou uvedeny
prumérné hodnoty zékladnich parametrii vzorkii pSenice tvrdé ve skliznich 2014 az 2016
ziskané méfenim na pfistroji NIRs.

Tabulka 5. Vysledky stanoveni zakladnich parametrii metodou NIRs vyjadiené jako
primeér ze vSech testovanych stanic ve skliznich 2014 az 2016.

2014 |2015]| 2016 |2014| 2015 | 2016 | 2014 | 2015 | 2016 | 2014 2015|2016

sklizer N.L.NIR/s sus.NIR $krobNIR/s Z tvrdost

vz.C.1 13,98 113,30 13,56 |88,44]89,49| 90,34 | 66,07 [ 67,56 | 66,99 | 4,56 | 4,44 | 3,73

vz.C.2 13,56 {13,73| 13,90 |88,61|89,65| 90,48 | 67,09 66,56 | 66,52] 4,50 [ 4,96 | 2,96

vz.C.3 13,67 (13,58 14,35 |88,77(89,70| 90,45 | 66,60 | 65,83 | 65,58 4,79 | 5,09 | 3,74

vz.c.4 |13,11]13,36( 13,24 [88,79/ 89,70 90,51 | 66,29 | 65,49| 65,88 5,49 | 4,08 | 4,29

vz.C.5 13,52 113,54 13,63 |88,46| 89,59| 90,48 | 66,67 [ 66,04 | 65,82 3,53 | 4,04 | 3,06

Legenda: N. 1. NIR/s - obsah dusikatych latek vyjadieny v susiné vzorku méfeny metodou NIRs,
Sus. NIR - susina vzorku méfena metodou NIRs, Skrob NIR/s - obsah Skrobu vyjadfeny v susiné vzorku
meéteny metodou NIRs, Z  tvrdost tvrdost zrna (PSI) vzorku méfeny metodou NIRs.



4.2 Stanoveni dalSich parametri pro hodnoceni kvality pSenice tvrdé

(Triticum durum)

Cislo poklesu uréuje poskozeni zasobnich latek endospermu hydrolytickymi enzymy
v disledku procesu kli¢eni. Pozadovana uroveii pro pSenici setou je podle CSN 46 1100-2
nejméne 220 s (mouky s nizkym CP — lepkavé té€sto a chléb, s vysokym CP — suché tésto i maly
objem peciva). Na toto stanoveni se vyuziva stejny vzorek proméieny na NIRs. Vlastni méieni
se provadi na pristrojich Falling Number 1700 nebo 1900, za pomoci michaciho zafizeni
Shakematic. Hodnoty ¢isla poklesu u pSenice tvrdé ozimé (Triticum durum) ze sklizné 2014
12016 a pSenice tvrdé ozimé i jarni ze sklizn¢ 2015 byly v 6 az 7 lokalitach (CAS, CHR, LED,
OBL, PJA, UHO, VER, ZAT) ovlivnény lokalitou a pocasim (tabulka 6). Stejné ovlivnéni

se projevilo 1 v pfipadé stanoveni pSenice seté (Triticum aestivum).

Tabulka 6. Porovnani vysledka c¢isla poklesu u vzorku pSenice tvrdé ze sklizné 2014
az 2016. Graf 1. Rozpéti hodnoty stanoveni ¢isla poklesu ziskané ze 7 lokalit u vzorki
pSenice tvrdé ze sklizné 2015.

sklizeri| 2014 | 2015 | 2016 . . .
7 CP PSenice tvrda (triticum durum) ze sklizné 2015
(S) 550

psSenice durum ozima 3 50 @
vz.¢.1 | 217 433 208 8 f
vz.C.2 | 246 432 215 "y 450 3
vz.&3 | 327 | 472 | 333 K
vz.ea | 240 | 418 | 278 2"
vz.t.5 | 246 | 402 | 235 2

pSenice durum jarni
vz.6.1 493 0 T D

» ve.tl  wved?2  wveé3d vedd o wels wvedl o vzl viid3
vz.C.2 482
vz.8.3 451 pienice tvrdd ozima pSenice tvrdd jarni
Legenda: Z CP — prumérné hodnoty cisla poklesu v zrnu pSenice tvrdé v jednotlivych skliznich.

Sedimentacni index Zelenyho test byl proveden na vybraném souboru vzorkl. Ziskana
hodnota charakterizuje mnozstvi lepku, jeho bobtnaci schopnost a koreluje s obsahem N-latek
1 objemem peciva a je dana odridou. Pozadovanad hodnota Zelenyho testu pro pSenici setou
jepodle CSN 46 1100-2 u p3enice pro pekarenské vyuziti nejménd 30 ml, u pSenice
pro pecivarenské vyuziti nejvySe 25ml. Vzorky byly po hydrotermické upravé namlety
na mlynku Sedimat—Brabender. Po vytfepani na tfepacce Brabender byla v odmérnych vélcich

odectena hodnota ziskaného sedimentu. V literatufe se uvadéji velmi nizké hodnoty
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sedimentacniho indexu Zelenyho testu u pSenice tvrdé: (3,3 + 1,2) ml. V laboratofi zjisténé
hodnoty u pSenice tvrdé ozimé (Triticum durum) ze sklizné 2014, 2016 a pSenice tvrdé
(Triticum durum) ozimé i jarni ze sklizn€ 2015 se ve 3 péstovanych lokalitach (CHR, PJA,

UHO nebo VER) pohybovaly mezi 10 ml az 22 ml (tabulka 7).

Tabulka 7. Porovnani vysledki stanoveni sedimenta¢niho indexu Zelenyho test u vzorku
pSenice tvrdé ze sklizné 2014 aZ 2016. Graf 2. Rozpéti hodnot stanoveni sedimenta¢niho

indexu Zelenyho testu ve tiech uvedenych lokalitach u vzorku pSenice tvrdé ze sklizné
2015.

sklizei| 2014 | 2015 | 2016

Zelenyho test
(ml)
pSenice durum ozima

vz.C.1 13 18 15

PSenice tvrda (triticum durum) sklizefi 2015

[
~

[
¥}

vz.é2 | 13 | 17 | 19 E% T T I 1
] A
vzi3 | 15 | 16 | 15 gel | T S i '
vz.84 | 16 16 19 s l l * .
vz.&.5 | 12 17 12 g 1 l
pSenice durum jarni 12
vz.C.1 18 10
Vz.82 19 wil  wiEl w3 wéd  wids  viil  vzd? vkl
VZ.5.3 19 pienice tvrda ozima pienice tvrda jarni

V fadé€ zemi je obsah popela kritériem kvality semoliny z pSenice tvrdé stanoveny zakonem
nebo pozadovany trhem. Nejnovéjsi vyzkumy ale naznacuji, ze obsah mineréalnich latek nemé
k jakosti ptilis velky piimy vztah, pokud neni spojen s otrubami nebo jinou kontaminaci
vztahujici se k bezpecnosti potravin. Obsah popela v testované pSenici tvrdé se ve sklizni 2014
pohyboval v rozmezi (1,757 — 1,890) %. Z diivodu velmi malych rozdili obsahu popela mezi

vzorky ze sklizné 2014 se jiz stanoveni v nésledujici sklizni 2015 neprovad¢lo [6].

Stanoveni obsahu barevného pigmentu v pSenici: Barva zrna béznych odrid pSenice
se oznacuje jako Cervena, 1 kdyZz se zpravidla jedna o rtizné odstiny okrového zabarveni. Vedle
téchto pSenic existuji 1 pSenice purpuroveé, modré a zluté, které se odliSuji typem a ulozenim
barviv. V piipad¢ purpurovych pSenic se piirodni barviva zplsobujici zabarveni obilky —
antokyany — ukladaji zejména v perikarpu. Modrou barvu obilek zpiisobuji také antokyany, ale
ukladaji se prevazné v aleuronové vrstvé. Zluté zbarveni zrna pak zptisobuji karotenoidy.
Antokyany 1 karotenoidy se vyznacuji antioxidacni aktivitou. Antioxidanty jsou latky, které
jsou schopny vychytavat Skodlivé volné radikaly a plisobi tak pozitivné na zdravi ¢loveka.

Karotenoidy se déli se na dvé hlavni skupiny: karoteny a xantofyly. Karoteny neobsahuji kyslik,
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kdezto xantofyly jsou kyslikaté slouceniny (alkoholy, ketony aj.) odvozené od karotend.
Xantofyly ziskaly sviij ndzev z feckého xanthos — Zluty a patfi mezi n¢ i lutein a zeaxantin —
nejzastoupengj$i karotenoidy v zrnu pSenice se zlutym endospermem. U pSenice je vice
zastoupen lutein a v menSi mife zeaxantin, ktery je vice znamy u kukufice. Vysoky obsah
karotenoidi byl obsazen v puavodnich odridach obilovin (pfiblizné 1000 pg
karotenoid/100 g), ze kterych byly vyslechtény odriidy soucasné. PSenice setd (Triticum
aestivum) obvykle obsahuje pouze kolem 200 pg karotenoidi/100 g. Obsah zlutych pigmentii
se tedy snizil oproti pivodnim odridam pétkrat. Genotypy s vysSim podilem zlutych pigmentt
uz téméi vymizely, protoze typy bez pigmentti maji vyrazné vysSi vynosy. V soucasném
sortimentu pSenice jsou od roku 2011 registrovany dvé odridy se zlutym zabarvenim
endospermu — o0zima odrtida Citrus a jarni odrida Luteus. Obé odridy spliuji podle pekaiské
jakosti kritéria pro zatazeni do tfidy A —kvalitni s deklaraci vysokého obsahu zlutého pigmentu.
UKZUZ Brno stanovoval obsah karotenoidtl a z méfeni vyplyva, ze vzorky Zlutomouénych
odrtd pSenice obsahuji dvakrat vice karotenoidii nez pozdni odrtida elitni Akteur [ 13]. Srovnéani
hodnot obsahu barevného pigmentu vyjadieného jako obsah xantofylu ziskanych metodou
HPLC ve vzorcich ze sklizné 2014 az 2016 je uveden v tabulce 8.

Tabulka 8. Porovnani vysledku stanoveni xantofylu u vzorkia pSenice tvrdé ze sklizné
2014 az 2016.

Sklizen 2014 2015 2016|primér
Xantofyl /s| Xantofyl /s | Xantofyl /s| Xantofyl /s
vz.C.1 0,24 0,29 0,28 0,27
vz.C.2 0,36 0,40 0,38 0,38
vz.C.3 0,42 0,41 0,45 0,43
vz.C.4 0,40 0,52 0,46 0,46
vz.C.5 0,28 0,38 0,35 0,34

Legenda: Xantofyl /s — hodnoty obsahu barevného pigmentu v susin€ vzorku vyjadiené jako Xantofyl
ziskané metodou HPLC v zrnu pSenice tvrdé v jednotlivych skliznich

Graf 3 ukazuje Zluté zbarveni ve vzorcich pSenice tvrdé vyjadiené jako obsah xantofylu

ve skliznich 2014 az 2016.
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Graf 3. Porovnani hodnot stanoveni xantofylu u vzorku pSenice tvrdé ze sklizné 2014
az 2016.

Porovnani obsahu Xantofylu ve vzorcich
pSenice tvrdé ze sklizni 2014-2016

Xantofyl v mg/100g

1 2 3 4 =

vzorky pSenice tvrdé

2014 primér Xantofyl /s 2015 pramér Xantofyl /s 2016 pramér Xantofyl /s

Porovnani vysledkti dvou metod vyuzitych pro stanoveni barvy u pSenice tvrdou (Triticum
durum) je uvedeno v tabulce 9. Jednd se o stanoveni xantofylu (suma luteinu a stopového
mnozstvi zeaxantinu) metodou HPLC, vyuzité jiz u pSenice set¢ a nové zavedené¢ho
spektrofotometrického stanoveni barevného pigmentu v p$enici tvrdé podle platné CSN EN
ISO 11052.

Tabulka 9. Porovnani vysledku stanoveni barevného pigmentu jako stanoveni xantofylu
a B karotenu u vzorki pSenice tvrdé vyjadrené v susiné vzorku ze sklizné 2014 az 2015.

sklizers 2014 2015 2016 primér
Xantofyl/s|[3—karoten Xantofyl/s|B—karoten Xantofyl/s|B-karoten Xantofyl/s|B-karoterI
mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g
vz.C.1 0,24 0,53 0,29 0,4 0,28 0,39 0,27 0,44
vz.C.2 0,36 0,75 0,40 0,6 0,38 0,57 0,38 0,64
vz.C.3 0,42 0,82 0,41 0,7 0,45 0,7 0,43 0,74
vz.C.4 0,40 0,76 0,52 0,72 0,46 0,69 0,46 0,72
vz.C.5 0,28 0,62 0,38 0,49 0,35 0,51 0,34 0,54
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Graf 4. Porovnani hodnot stanoveni barevného pigmentu vyjadieného jako xantofyl
metodou HPLC a beta-karoten spektrofotometrickou metodou a u vzorki pSenice tvrdé
ze sklizné 2014.

Porovnani stanoveni barevného
pigmentu ve vzorcich pSenice tvrdé

mg/100g

g—2% > O—p

=== Xantofyl/s mg/100g B karoten/s mg/100g

Z grafu 4 je ziejmé, ze porovnani barevného pigmentu stanoveného jako obsah xantofylu
s metodou HPLC a obsah B-karotenu spektrofotometrickou metodou, nedavaji stejné vysledky.
Srovnani jednotlivych vzork pSenice tvrdé (Triticum durum) pak jednoznacné ukazuje,
ze zabarveni pSenice v jednotlivych vzorcich projevuje stejnou zavislost tj. ze vzorek ¢. 3
(sklizen 2014) vykazuje nejvysSi obsah jak Xantofylu, tak i obsah barevného pigmentu
vyjadieného jako [-karoten.

Chromatogram 1. Stanoveni xantofylu metodou HPLC ve vzorcich pSenice tvrdé
bez a se dvéma standardnimi pridavky standardu xantofylu.

If
J \
e

8 2 1 12

Psenice tvrda (Triticum durum) mé vysoky obsah zlutych a oranzovych karotenovych barviv
a je sklovita. Na druhé strané je ale z praxe znamo, Ze semolina s vysokym obsahem pigmentt

neposkytuje vzdy téstoviny s odpovidajicim jasné Zzlutym zabarvenim, protoze karoten
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a xantofyl obsahuji slozky citlivé na piisobeni enzymi peroxidazy a polyfenoloxidazy, které

maji tendenci je nicit a redukovat tak intenzitu zlutého zabarveni. Proto je velmi dtlezité, aby

LA

Stanoveni obsahu mokrého lepku a gluten indexu v pSeni¢ném Srotu (gluten index podle
H. Pertena): Metoda mechanické ptipravy mokrého lepku a nasledné stanoveni gluten indexu
podle Pertena jako charakteristiky lepku. Metoda je pouzitelna pro pSeni¢ny Srot a mouku.
Mokry lepek je elasticka latka obsahujici gliadiny a gluteniny, ktera se ziska vypirdnim tésta
z pSenicné mouky. VSechny tyto glykoproteiny se nachdzeji spolecné se Skrobem v endospermu
zrna pSenice, a predstavuji dokonce az 80 % z bilkovinového obsahu. Lepek je tuzsi a pruzny.
Cim vice je lepku a méné skrobu v zru, tim je lepsi kvalita pSeni¢né mouky i tésta z ni
vytvofené¢ho. Dobry lepek déava téstu pruznost a gumovost, kterd se projevi i na vysledném
pecivu. Mnozstvi lepku v mouce se udava v procentech a kvalita lepku se uvadi pomoci
bezrozmérné veliciny gluten index. PSenice tvrd4 obsahuje vice nez 32 % lepku. Pevny lepek
zrn pSenice tvrdé se hlavné uplatni pfi vyrobé kvalitnich té€stovin, pfipadné suSenek a oplatkii.

Tabulka 10. Porovnani vysledkii stanoveni mokrého lepku a gluten indexu u vzorkiu
pSenice tvrdé ze sklizné 2015, 2016. Graf 5. Porovnani hodnot stanoveni mokrého lepku
a gluten indexu u vzorku pSenice tvrdé ze sklizné 2015, 2016.

2015 2016 Stanoveni obsahu mokrého lepku ve
sklizei| Z lepek/s| ZGl1|Z lepek/s| Z Gl vzorcich psenice tvrdé
% - % -
pSenice tvrda ozima
veid| 327 J19f 292 |17 ¢
vz.62 | 32,1 | 61| 276 | 69
vz.t3| 354 |59 312 |69 vzl vZ.e2 vZ.i3 vz.ia vZ.Es5
vz.c4 | 32,4 |41 27,6 |50 Sl
vz.C.5 36,2 21 31,2 17 20157 lepek/s 20167 lepek/s
Legenda: Z lepek/s — obsah mokrého lepku ve Srotu zrn pSenice tvrdé vyjadiené v susing

5 Z.aveér

Vzhledem ke zruseni normy CSN 46 1100-3 (461100) Obili potravinaiské. Cast 3: PSenice
tvrda (Triticum durum) bylo nutné ovéfit, zda vSechna stanoveni pro pSenici setou (Triticum
aestivum), které laboratot pouziva, jsou vhodna i jako stanoveni charakterizujici jakost pSenice

tvrdou (Triticum durum). Kalibracni modely pro stanoveni vybranych zékladnich parametra
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(susina, N-latky, Skrob a tvrdost) metodou FT-NIR spektroskopie pro psenici setou byly
doplnény a optimalizovany i pro vzorky pSenice tvrdé. Z prezentovanych grafu kalibra¢nich
zévislosti a hodnot kvalitativnich parametrt (RMSECV, R) vytvorenych kalibra¢nich modeli
na vzorcich upravenych standardnim mletim je zfejmé, Ze hodnoty suSiny, N-latek, Skrobu
a tvrdosti stanovené laboratorni referencni metodou a predikované metodou NIR spektroskopie

spolu vysoce koreluji (R = 0,98; 0,99; 0,92; 0,96).

Zaroven byly ovétfeny predikéni schopnosti kalibracnich modelti a tedy iporovnany dvé
analytické metody. Prezentované vysledky potvrdily vhodnost metody NIR spektroskopie a 1ze

ji tak doporucit pro predikovani téchto sledovanych parametrti i v pSenici tvrdé.

Déale byla posouzena dalSi stanoveni navrZzena pro charakterizaci pSenice tvrdé (Triticum
durum), tj. stanoveni ¢isla poklesu, sedimentacniho indexu - Zelenyho test, popela, barevného

pigmentu i mokrého lepku a gluten indexu.

Hodnoty ¢isla poklesu u pSenice tvrd¢, stanovené v 6 az 7 lokalitdch ve sklizni 2014 a 2015,

pak charakterizuji vliv klimatickych podminek dan¢ho ro¢niku sklizné.

Hodnoty sedimenta¢niho indexu Zelenyho testu u pSenice tvrdé, stanovené ve 3 péstovanych
lokalitach ve sklizni 2014 a 2015, se pohybovaly v nizkych hodnotéch, které fadi testované

vzorky pSenice tvrdé predev§im pro vyuziti na vyrobu téstovin.

U stanoveni obsahu popela se ukazuje, Ze obsah minerélnich latek nema k jakosti pfili§ velky
piimy vztah, tudiz bylo toto stanoveni provadéno pouze u vzorku ze sklizné 2014.

Obsah barevného pigmentu v pSenici byl stanoven metodou HPLC. Uvedenou metodou byl
stanoven obsah xantofylu v jednotlivych vzorcich. Na pracovisti byla nové odzkouSena
a zavedena i metoda podle CSN EN ISO 11052 (46 1501): Mouka a semolina z psenice tvrdé
(durum) - Stanoveni obsahu zlutého barviva. V piipad¢ hodnoceni barevnosti u pSenice tvrdé
vyjadiené jako obsah zlutého pigmentu je mozné jako doplitkovy parametr vyuzit hodnoty
barevného pigmentu vyjadiené jako obsah B-karotenu méteného spektrofotometricky.

Dalsi diilezité znaky jako je objemova hmotnost, sklovitost i pocet zahnédnutych Spicek zrn

se pro psenici tvrdou hodnoti na odboru NOU.

PSenice tvrda (Triticum durum) nejlépe splituje kritéria pro vyrobu téstovin, kde je pozadovan
vysoky obsah tuhého lepku a tvrdy endosperm zrna. Zrno pSenice tvrdé se vyznacuje obsahem
pevného lepku, ktery neni pfili§ vhodny pro peceni chleba a jinych pekarenskych vyrobkd,

nebot’ vytvaii maly objem peciva [17].
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PSenice tvrda je nejenom velmi dulezitym zdrojem lidské vyzivy, ktery ma ptiznivé zdravotni

ucinky, ale pfinasi i potéSeni z konzumace téstovin. Jakostni faktory, dfive posuzované

subjektivné, se nyni hodnoti na zakladé analytického stanoveni.

Pokroky ve Slechténi pSenice zamétené na zvyseni jakosti proteinu zrna, vynosy a slozeni zrna,

nové postupy pestovani, nové systémy mleti zahrnujici debranning a tfidéni na zakladé barvy,

stejné jako zdokonalené postupy extruze téstovin a techniky vysokoteplotniho suSeni stéle

podnécuji zajem o téstoviny a pSenici tvrdou [12].

VSechny navrzené parametry, které jsou diilezité pro charakterizaci jednotlivych odrtid pSenice

tvrdé, je pracovist€¢ schopno stanovit. Tim se zajisti podklady pro spravné hodnoceni

kvalitativnich znaka pSenice tvrdé.

*x

10.
11.

12.

13.
14.

15.
16.
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Zavedeni detekce GHB 119 a T304-40 u baviny
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Usttedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédé@lsky, Narodni referencni laboratot, Oddéleni
mikrobiologie a biochemie, Hroznova 2, 656 06 Brno

1 Uvod

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

tedy ziskané tak, ze do rostliny vneseme nebo v ni cilen¢ deaktivujeme né&jaké konkrétni geny.

Typy GM plodin
» Plodiny zlepSenych vlastnosti (tolerance k herbicidiim, rezistence vic¢i hmyzim
Sktidctim, rezistence k dalSim biotickym a abiotickym strestim).
* Plodiny s pfidanou hodnotou produktt (vyssi a kvalitativné zlepSen obsah oleji — fepka,
sOja, vyssi obsah lysinu — kukufice, aj.).
* Plodiny, které produkuji proteiny (vyuzitelné ve farmacii, specidlni enzymy
pro prumyslové vyuziti, produkty, které jsou zakladem bioplastii a biopaliv).
V roce 2013 se zabyvalo péstovanim GM plodin 18 miliond zemé&d¢€lct ve 27 zemich svéta.
Plocha GM plodin zaujimala celkem 175,2 milionti hektari. Ve srovnani s rokem 2012 doslo

k 3% nartstu (5 mil. ha).

V poslednich letech se na ristu vyuzivané plochy podileji pfedevsim rozvojové zemée, zatimco
v prumyslové vyspélych zemich se vyuzivana plocha neméni. Ve vyuziti GM plodin vede
Severni Amerika, nasleduje Jizni Amerika a Asie. Na ostatnich kontinentech jsou vyuZzivany
GM plodiny méné (viz obr. 1). Evropa je zndma svym odmitavym postojem ke GM

zemedélskym plodindm. Pro péstovani jsou povolena pouze GM kukuiice MONS10.

Z hlediska oseté plochy kukufici MON810 v Evropé stoji za zminku pouze Spanélsko. Ceska
republika, Slovensko, Portugalsko a Rumunsko péstuji GM kukuiici MON810 v zanedbatelné
mife.

Co se ty¢e GM plodin povolenych pro dovoz do EU a nasledné pouziti jako potraviny a krmiva,

jejejich pocet vétsi. Dlivodem je skutecnost, ze Evropa neni sobéstacna v produkci krmiv, takze
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musi znacnou ¢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 typti s6ji, 37 typu kukutice, 8 typt
bavlniku, 3 typy fepky, 2 typy bakteridlni biomasy a 1 typ cukrovky.

Biotech Crop Countries and Mega-Countries*, 2013

<005 Million Has
Malze

Source: Clive James, 2013,
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Obrazek 1. Prehled zemi, ve kterych se v roce 2013 péstovaly GM plodiny.

19



Rank Country Area Biotech Crops
{million hectares)

1 USA* 70.1 Maize, soybean, cotton, canola, sugar beet, alfalfa, papaya,
sqyuash
2 Brazil* 40.3 Sovbean, maize, cotton
3 Armgentina® 24.4 Soybean, maize, cotton
4 India* 1.0 Cotton
5 Canada® 10.8 Canola, maize, soybean, sugar beet
& China* 4.2 Catton, papaya, poplar, tomato, sweet pepper
7 Paraguay* 36 Soybean, maize, cotton
8 South Africa® 2.9 Maize, soybean, cotton
8 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 Cotton
16 Spain* 0.1 Maize
17 Mexico® 0.1 Cotton, soybean
18 Colombia*® 0.1 Cotlon, 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 <01 Maize
25 Cosla Rica =<0.1 Cotton, soybean
26 Romania <01 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

Source: Clive lames, 2013,

Obrazek 2. Tabulka zobrazujici prehled druhii péstovanych GM plodin a poctu osetych
hektara v jednotlivych zemich svéta.
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2 Cil

Cilem prace bylo rozsifit spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci u baviny.

Nov¢ zavadénymi transgeny jsou GHB 119 a T304-40.

GHB 119

Geneticky modifikovana odriida baviny GHB119 byla vytvoifena, aby se ziskal bavlnik, ktery
je tolerantni k herbicidim na bézi glufosinatu amonného a souCasné je rezistentni vuci
nekterym Skudcim z fadu Lepidoptera. Za toleranci k herbicidiim je odpovédny vloZeny gen
bar (Phosphinotricin N-acetyltransferase gen) z bakterie Streptomyces hygrosckopicus kddujici
produkci enzymu fosfinotricinacetyl transferazu (PAT), ktera acetyluje L-glufosinat amonny

a tim propujcuje toleranci viici herbicidiim zaloZzenych na glufosinatu amonném.

Rezistence vuc¢i skiidciim je zplsobena pritomnosti genu cry2Ae z bakterie Bacillus
thuringiensis subsp. dakota. Gen cry2Ae je odpovédny za produkci proteinu Cry2Ae
(Bt endotoxinu), ktery je ucinny pro tlumeni larev Sedavky kukutiéné (Helicoverpa zea),
cernopaska tabakového (Heliothis virescens) a blyskavce kukutficného (Spodoptera
frugiperda).

Kromé vySe uvedenych genli obsahuje genovy konstrukt promotory P-CsVMV a 35S
a terminatory NOS3 a CaMV.

Promotor 35S, termnindtor NOS a gen bar se v laboratoii stanovuji v ramci screeningu.

Schéma genového konstruktu

P-CsVMY

Obrazek 3. Schéma genového konstruktu genetické modifikace baviny GHB 119.

Lb Levé hrani¢ni sekvence z bakterie Agrobacterium tumefaciens.
NOS 3 Nopaline synthase terminator.
Bar Sekvence kodujici PAT enzym (phosphinothricin acetyl-transferaza) z bakterie

Streptomyces hygroscopicus.
P-CsVMV  Konstitutivni promotor odvozeny z viru mozaiky Cassava vein.
P-35S CaMV promotor.
Cry2Ae Sekvence kodujici Bt endotoxin z bakterie Bacillus thuringiensis subsp. Dakota.
T-35S CaMV terminator.
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RB Prava hrani¢ni sekvence transpozonu z bakterie Agrobacterium tumefaciens.
Geneticky modifikovana bavina GHB119 je soucasti seznamu geneticky modifikovanych

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

T304-40

Geneticky modifikovana odrtida baviny T304-40 byla vytvorena, aby se ziskal bavinik, ktery
je tolerantni k herbicidim na bazi glufosinatu amonného a soucasné je rezistentni vici
nékterym larvam sktidct z fadu Lepidoptera. Za toleranci k herbicidiim je odpovédny vloZeny
gen bar (Phosphinotricin N-acetyltransferase gen) z bakterie Streptomyces hygrosckopicus
kodujici produkcei enzymu fosfinotricinacetyl transferazu (PAT), ktera acetyluje L-glufosinat
amonny a tim proptjcuje toleranci vici herbicidim zalozenych na glufosindtu amonném.
Rezistence vuc¢i skidciim je zplsobena piitomnosti genu crylAb z bakterie Bacillus
thuringiensis var. kurstaki. Gen crylAb je odpovédny za produkci proteinu crylAb

(Bt endotoxinu), ktery je ucinny pro tlumeni larev zavijece kukuti¢ného (Ostrinia nubilalis).

Vedle vyse uvedenych genti obsahuje genovy konstrukt promotory P7s7 a 35S a terminatory
NOS3 a 3 'mel.

Promotor 35S, termninator NOS a geny bar a cryl Ab se v laboratofi stanovuji v ramci
screeningu.

Schéma genového konstruktu

e

Cry1Ab Ps7s7 P-355

Obrazek 4. Schéma genového konstruktu genetické modifikace baviny TC304-40.

LB Leva hrani¢ni sekvence z bakterie Agrobacterium tumefaciens.
3 'mel Terminacéni sekvence odvozena od Flaveria bidentis.
CrylAb Sekvence kodujici Bt endotoxin z bakterie Bacillus thuringiensis

var. Kurstaki.

Ps7s7 Duplikovany promotor odvozeny z viru "subterranean clover stunt ".
P-35S CaMV promotor.
Bar Sekvence kodujici PAT enzym (phosphinothricin acetyl-transferaza) z bakterie

Streptomyces hygroscopicus.

3'nos 3' terminacni sekvence nopaline synthase genu z bakterie Agrobacterium
tumefaciens.
RB Pravé hrani¢ni sekvence transpozonu z bakterie Agrobacterium tumefaciens.
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Geneticky modifikovand bavina T304-40 je soucasti seznamu geneticky modifikovanych

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

3 Princip

Zakladem metod detekce vyse uvedenych genetickych modifikaci je polymerazova tfetézova
reakce (dale PCR). Jedna se o hojn€ pouzivanou metodu, pti které dochdzi k mnohondsobnému

zmnozeni uréitého useku DNA.

PCR se provadi automatizovan¢ v termalnim cykleru. Pied vlastni PCR je dilezité provést
uplnou pocatecni denaturaci DNA. Tim se zajisti, Ze pfi prvnim kroku cyklu nedojde pouze
k ¢astecnému oddé€leni komplementarnich fetézcti, ale vsechny molekuly ptivodni DNA budou
jednofetézcové a pristupné primerim. Nésleduje denaturacéni krok prvniho cyklu. Béhem
druhého kroku, tzv. annealingu, pfisedaji primery ke specifickym sekvencim matricové DNA.
Primery jsou navrzeny tak, ze se vazou k protilehlym fetézcim dvousSroubovice 3'- konci
smérem k sob¢ 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 primeru je amplifikovany tisek mezi nimi stale stejny. Celkovy produkt PCR se nazyva
amplikon. M4 definovanou délku pohybujici se od desitek az po tisice pari bazi (bp), ktera

se stanovi pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu.

4 Material a metody

4.1 Pristroje a pomiicky

Analytické vahy.

Véhy s ptestnosti 0,01 g.

Vortex.

Centrifuga.

Vodni lazen.

Nizkoobjemovy spektrofotometr (vinoveé délky 230, 260, 280 nm).
Minitfepacka.

Laminarni box.

Termalni cykler.
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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 Spicky s filtrem.
Plastové zkumavky o objemu 0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml.
Vyrobnik ledu.
Ptenosna UV lampa.
Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, stojdnky na zkumavky, nddoba na
uchovani ledu, odpadni nadoby.
Sterilizace a dekontaminace se provadi podle charakteru materialu bud’ tepeln€ v susarné 1 h

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

4.2 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.

REDTaq®ReadyMix™PCR Reaction Mix with MgClI2, Sigma-Aldrich
REDTagReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl12 (ddle REDTagq).
PCR voda.

Amplifika¢ni primery
KVM157: CAC ATG ACT TAG CCC ATC TTT GC.
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KVM 158: CCCACC CTT TTT TGG TTT AGC.

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

35s-cf4: TCC TCT CCA AAT GAA ATG AACTTC C.
NOS-1: GAA TCC TGT TGC CGG TCT TG.

NOS-3: TTA TCC TAG TTT GCG CGC TA.
HA-nos118-f: GCA TGA CGT TAT TTA TGA GAT GGG.
HA-nos118-r: GAC ACC GCG CGC GAT AAT TTA TCC.
RapB-F1: ACA AGC ACG GTC AACTTC C.

RapB-R1: GAG GTC GTC CGT CCA CTC.

CRY2-F: CCC ATC GAC ATC AGC CTG AGC.

CRY2-R: CAG GAA GGC GTC CCA CTG GC.

SHAO021: CCA GTA CTA AAA TCC AGA TCA TGC A.
NEL109: GAA ATT GCG TGA CTC AAATTC C.
SHA029: AGC GCG CAA ACT AGG ATA AAT T.
SHAO030: CCT AGA TCT TGG GAT AAC TTG AAA AGA.

Chemikalie pro ptipravu elektroforetického pufru TAE

Disodna sl kyseliny ethylendiamintetraoctové, Na2EDTA.

Trizma base.

Ledova kyselina octova.

Hydroxid sodny, c(NaOH) = 1 mol/I. Pfiprava: 10 g NaOH se rozpusti ve vod¢ a doplni

na vysledny objem 250 ml v odmérné barice.

Priprava TAE pufru
Ptiprava zasobniho roztoku 50 x TAE

1. Ptiprava 0,5 M zéasobniho roztoku EDTA

186,1 g Na,EDTA se vmicha do (750 — 800) ml (re)destilované vody. NaoEDTA 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. Ptefiltruje se pies fritu pfedem oSetienou
30 min az 1 hod pii (115 — 120) °C pies husty filtracni papir. Roztok se skladuje neomezené

pii 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. Ptida se 57,1 ml ledové
kyseliny octové a 100 ml pfedem piipraven¢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 tésn¢ uzaviené lahvi pti laboratorni teploté.
Ptiprava pracovniho roztoku 1 x TAE pro elektroforézu

Odmeéti 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 vyizolované DNA (0,64 g agardzy) a 2% gel
pro hodnoceni amplifikacnich fragment (1,6 g agar6zy nebo agardézy High Resolution).
Do Erlenmeyerovy baiikky se navazi dané mnozstvi praSkové agardzy a ptidd se 80 ml
pracovniho 1 x TAE pufru. Vaii se (15 — 20) min pfi (150 — 200) °C na elektromagnetickém
michadle do doby, az se vycefi roztok a vzduchové bubliny vymizi i po krouzivém zamichani.

Mezitim se ptipravi nalévaci vana a vhodny hiebinek.

Po mirném zchladnuti se pfida 10 ul pracovniho roztoku ethidiumbromidu (interkala¢ni 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, l1ze opatrné
vyjmout hiebinek a pfenést gel z nalévaci vany do elektroforetické vany s pracovnim roztokem

1 x TAE pufru.

Ostatni
Voda vhodna pro PCR.
Ribonuklease A 10 mg/ ml (DNase and protease free) — RNaza A.
(re)destilovana voda.
Agaroza.
Zasobni roztok ethidium bromidu. Pracovni roztok se ziska zfedénim zasobniho
roztoku 10 x (re) destilovanou vodou.
Elektroforeticky marker pro amplifikaty (napt. GeneRuler™50bp DNA Ladder).
6 x Loading Dye Solution.
Elektroforeticky hmotnostni marker pro genomovou DNA (napt. EZ LoadTM

Molecular Ruler Precision Mass, Biorad).
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(0,5 — 1)% roztok chlornanu sodného.
70% etanol.

iTaq DNA Polymerase 5 units/pl

Testovany material

Pozitivni kontroly se pouzivaji pro potvrzeni ptfitomnosti amplifikovaného useku.

Negativni kontroly se pouzivaji pro prokéazani specifity reakce, a to jen v pfipadé¢ nové

zavadénych genetickych modifikaci.

GHB119
ERM®BF428b (nase oznadeni CRM 4/2014) obsahujici 1% bavinu GHB119 z IRMM Institute
for reference Material and Measurements (Joint Research Centre, Institute for Reference

Materials and Measurements, Geel, Belgie).

T304-40
ERM®BF429b (nase oznaceni CRM 5/2014) obsahujici 1% bavinu T304-40 z IRMM Institute
for reference Material and Measurements(Joint Research Centre, Institute for Reference

Materials and Measurements, Geel, Belgie).

Ob¢ pozitivni kontroly jsou ve formé bavinéného prasku a musi se z nich nejprve vyizolovat

DNA.

4.3 Pracovni postup

Izolace DNA

Pted zacatkem vlastni izolace DNA je nutno pfipravit tyto roztoky:

Pufr C4: prevede se kvantitativné cely obsah tuby obsahujici pufr C2 do tuby s obsahem pufru
C3 a dobfe se promichd. Vysledny pufr C4 je stabilni 1 rok, je-li uskladnény pfi laboratorni

teploté. Pro dokonalejsi rozpusténi obou komponent se doporucuje inkubace 5 min pti 45 °C.

Pufr C5: ke koncentratu pufru C5 se piida (95 — 100)% etanol, a to v mnoZstvi uvedeném
na lahvi¢ce pufru. Po zfedéni se oznaci ptidani etanolu. Takto upraveny pufr Ize uchovavat

pfi laboratorni teploté 1 rok.

Proteinaza K: k lyofilizované Proteinaze K se pfidd mnozstvi proteinazového pufru uvedené

na jejim obalu. Roztok proteindzy K je pii —20 °C stabilni 6 mésict.
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Vlastni izolace DNA probihd v n€kolika krocich, nejdiiv se musi piipravit pracovni plocha.
Pracovni nastroje, pomucky i prostor se dekontaminuji od jakychkoli molekul DNA otfenim

povrchi 70% etanolem a 30min plisobenim UV zéfeni.

Vodni lazen se predehieje na 65 °C a lyzacni pufr CF se necha predehiat na 65 °C. Do 2ml
zkumavky se navazi 200 mg zhomogenizovaného vzorku (pozitivni kontroly). Prvnim krokem
izolace DNA je bunécné lyze, kdy se ke vzorku piida 550 pl lyzacniho pufru CF, dobie
promicha (15 s), ptfida se 10 pl proteinazy K a 10 ul RNazy A a opé€t se promiché (2 — 3) s.
Inkubuje se 30 min pti 65 °C. Poté se smés 10 min centrifuguje (> 10000 g), az se bunécéné
zbytky usadi. Piipravi se podminky pro vazani DNA na silikagel, a to tak, ze se ptrevede 300 ul
Cistého supernatantu z kroku 3 do nové 2ml zkumavky. Ptida se 300 pl pufru C4 a 200 pul
etanolu (96 — 100)% a vortexuje se 30 s. Tuba NucleoSpin se umisti do nové 2 ml centrifugacni
zkumavky a ptida se 750 pl smési z predchoziho kroku. Centrifuguje se 1 min pti 11000 g.
Protekla tekutina se vylije. Nasleduje promyvani DNA, které probiha ve tfech 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 pl pufru C5 do NucleoSpin tuby. Centrifuguje se 1 min pii 11000 g. Proteklad 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. Piedehieje se elucni pufr CE na 70 °C. Tuba NucleoSpin se umisti do nové
centrifugacni zkumavky o objemu 1,5 ml. Na membranu v NucleoSpin tubé se napipetuje
100 ul predehiatého elucniho pufru CE. Inkubuje se 5 min pfi laboratorni teploté a poté

se centrifuguje 1 min pii 11000 g, aby se shromazdila DNA.

Eluat obsahuje ¢istou genomovou DNA. Pro kratkodobé skladovani se uchovava pfi (2 - 8) °C,

pro dlouhodobé pii -20 °C.

Méreni koncentrace a urceni kvality vyizolované DNA
Ditlezitym krokem po vyizolovani DNA je orientacni spektrofotometrické stanoveni jeji
koncentrace, ptipadné dalSich pfimési a zjiSténi jeji kvality — celistvosti pomoci gelové

elektroforézy v 0,8% agar6zovém gelu.

Spektrofotometrické méfeni koncentrace ziskané DNA
Meéieni pti vinovych délkach (230; 260; 280) nm umozni kromé stanoveni koncentrace ziskané

DNA i hodnoceni Cistoty vzorku. Nukleové kyseliny absorbuji UV zifeni s maximem
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absorbance v oblasti vinové délky okolo 260 nm, zatimco proteiny v oblasti okolo 280 nm.
Stupen cistoty nukleovych kyselin se stanovuje z poméru absorbance pti (260 a 280) nm

a (260 a 230) nm.

Hodnoty poméru 260/280 se nejcasteji pohybuji v rozmezi (1,7 — 2,0). Idedlni hodnoty jsou
(1,7 — 1,8). Jestlize je naméiena hodnota pod 1,7, je DNA zneciSténa 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. Idedlni hodnoty jsou (2,0 — 2,2). Pokud
je namétend hodnota nizsi nez 1,5 je ziskana DNA kontaminovana latkami jako jsou fenol

a guanidinové soli.

Vlastni méreni

Koncentrace DNA se méfi proti slepému vzorku, kterym je roztok, v némz je DNA rozpusténa
(v nagem piipadé se jedna o elucni roztok z kitu NucleoSpin® Food). Pouziji se 2 pl vzorku.
Kazdy vzorek se méti 2 x. Namétené hodnoty se zpriméruji. Pro néslednou 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), piitomnost RNA a proteinti.

Vzorky se smichaji s barvivem 6 x Loading Dye Solution v mnozstvi 2 ul 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 JPP postup
10250.1Stanoveni ptitomnosti GMO metodou PCR a metody validované EURL.

Pro urceni konkrétnich transgenti se pouzivaji metody druhové specifické neboli event-specific,
které se zaméiuji na amplifikaci Gseku mezi vlozenych konstruktem a vlastni genomovou DNA.
Pomoci této metody lze rozlisit druhy transgennich organismu, které obsahuji stejny genovy

konstrukt.
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Sekvence jednotlivych amplifikacnich primerti a amplifika¢ni programy byly pievzaty z metod
validovanych v EURL. Pii zavadéni novych PCR detekci se provedlo z divodu opakovatelnosti

pet na sob¢ nezadvislych PCR reakei (amplifikact).

Vnitini gen baviny

primery: KVM157, KVM 158

amplifikaéni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Dekontaminace 50 120 1
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Anealing a extenze 60 60 .
délka amplikonu: 73 bp
Promotor 35S
primery: 35s-cf3, 35s-cf4
amplifikaéni program:
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocate¢ni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 58
Annealing 57,5 120 40
Extenze 72 105
Zavérecna extenze 72 180 1
délka amplikonu: 123 bp
Terminator NOS
primery: NOS-1, NOS-3
amplifikaéni program:
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocate¢ni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 58
Annealing 57,5 120 0
Extenze 72 105
Zavérecna extenze 72 180 1

délka amplikonu: 180 bp
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bar

primery: RapB-F1, RapB-R1

amplifikaéni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocatecni denaturace 95 900 1
Denaturace 95 10
45
Annealing 60 15
délka amplikonu: 60bp
CrylA(b)
amplifikaéni primery: CRY2-F, CRY2-R
amplifikaéni program:
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Dekontaminace 50 120 1
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 .
délka amplikonu: 129 bp
GHB 119
amplifikacni primery: SHA021, NEL109
amplifikaéni program:
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Dekontaminace 50 120 1
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 .

délka amplikonu: 90 bp
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T304-40
amplifikaéni primery: SHA029, SHA030

amplifikaéni program:

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

délka amplikonu: 78 bp

Provedeni vlastni PCR reakce
Laminarni box se vysviti UV zafenim 20 az 30 min. 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 vzorkl,, beztemplatova, negativni kontrola (pouzije-li se)
a pozitivni kontrola). Podle tabulek reakénich smési (Tabulka 1) se vypocitaji celkové objemy
vSech soucasti reakce. Jednotlivé reagencie se uchovavaji v mrazéku, proto se musi pfedem
rozmrazit, bud’ pfi laboratorni teploté, nebo v lednici. RozpusSténé¢ obsahy zkumavek

se promichaji pfevracenim nebo kratkym vortexovanim a zcentrifuguji se na minicentrifuze.

PCR sm¢és se ptipravuje na ledu.

REDTaqReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl»

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

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

Pipetuje se v tomto potadi: beztemplatova kontrola, negativni kontrola a nakonec pozitivni
kontrola. Zkumavky se peclivé zavickuji, aby se zabranilo vypafovani smési béhem reakce.
Promichaji se mirnym poklepem, zcentrifuguji se na minicentrifuze, vlozi se do termalniho

cykleru a zah4ji se ptislusna PCR amplifikace.
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Tabulka 1. SloZeni reakéni smési REDTaqReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl..

Slozka 1 reakce (ul)
PCR voda 9
REDTaqReadyMix PCR Reaction Mix with 125

MgCl,

Primer F 0,5

Primer R 0,5

Templat 2,5

Elektroforéza v agarozovém 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 potradi: beztemplatova kontrola,
negativni kontrola, elektroforeticky marker, vzorky, elektroforeticky marker a pozitivni
kontrola. Objem vzorku nanaSeného do jedné jamky zavisi na typu hiebinku a jeho potiebném
mnozstvi. Amplifikaty ziskané pomoci kitu REDTaq se nanaseji piimo z PCR zkumavek,
protoze obsahuji nanaseci barvivo pro elektroforézu. Po naneseni kontrol a markerti do jamek
v gelu se spusti elektroforéza. Doporucuje se nastaveni zdroje (100 — 140) V, maximum mA,
(30 — 60) min chodu. Tyto hodnoty 1ze ménit podle potieby a pokynli v navodu pro pouziti
elektroforetického zdroje. Rozdéleni a wuspoifadani pruhti se sleduje prosvicenim

na transiluminatoru, vyfotografovanima ptenesenim do pocitace.

4.4 Vysledky a diskuse

GHB119

Spektrofotometrické méreni koncentrace ziskané DNA

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

Vzorky Koncentrace A260/A280 A260/A230
(ng/pnl)
CRM 4/2014 3130 1.81 1,03
CRM 4/2014 31,60 1,80 1.91

33



Urceni kvality vyizolované DNA

Obrazek 5. Urceni kvality vyizolované DNA pozitivni kontroly CRM 4/2014 (4 _14), K -
kontrola izolace, M — hmotnostni standard.

Stanoveni vnitiniho genu baviny

Bt M 414 414 M P

250bp
200 bp
150 bp

100 bp

Obrazek 6. Stanoveni vnitiniho genu baviny (88 bp) u pozitivni kontroly CRM 4/2014
(4_14), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM
8/2012. Amplifikaéni kit REDTagq.
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Stanoveni screeningového elementu promotoru 35S

Bt M 414414 M P1 P2

150 bp

100 bp

50bp

Obrazek 7. Stanoveni screeningového elementu promotor 35S (123 bp) u pozitivni
kontroly CRM 4/2014 (4_14), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P1 -

pozitivni kontrola CRM 7/2013, P2 — pozitivni kontrola CRM 8/2013. Amplifika¢ni kit
REDTagq.

Stanoveni screeningového elementu NOS

Bt M414 414 M P

IR

4o

Obrazek 8. Stanoveni screeningového elementu terminator NOS (180 bp) u pozitivni
kontroly CRM 4/2014 (4_14), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P —
pozitivni kontrola CRM 1/2011. Amplifika¢ni kit REDTagq.
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Obrazek 9. Opakovani screeningového elementu terminator NOS (180 bp) u pozitivni
kontroly CRM 4/2014 (4 _14), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P —
pozitivni kontrola CRM 1/2011. Amplifikaé¢ni kit REDTagq.

V prvnim piipad¢ stanoveni terminatoru NOS byl pouzit klasicky postup (viz Tabulka €. 1).
Vysledkem jsou Spatné viditelné pruhy v urovni pozitivni kontroly (Obrazek 8). Proto byl tento
postup modifikovan zvySenim objemu primerti F 1 R na 1 pl a pfidanim iTaq polymerazy

v mnozstvi 0,05 ul na reakei.

Z druhého vysledku (Obrazek 9) je ziejmé, ze zménou postupu doslo ke zviditelnéni pruha

a prokéazani, Ze pozitivni kontrola CRM4/2014 obsahuje terminator NOS.
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Stanoveni screeningového elementu bar

Bt M 414 414 M P

Obrazek 10. Stanoveni screeningového elementu bar (60 bp) u pozitivni kontroly CRM
4/2014 (4_14), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola
CRM 23/2012. Amplifika¢ni kit REDTagq.

Stanoveni transgenu GHB 119

4_14 4_14

100 bp

Obrazek 11. Stanoveni transgenu GHB119 (90 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 21/2012 , M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 4/2014
(4_14). Amplifikac¢ni kit REDTaq.
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250 bp —

200 bp

150 bp

100 bp

- s0bp

Obrazek 12. Stanoveni transgenu GHB119 (90 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 21/2012 , M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 4/2014
(4_14). Amplifikac¢ni kit REDTaq.

4_14 4_14

Obrazek 13. Stanoveni transgenu GHB119 (90 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 21/2012 , M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 4/2014
(4_14). Amplifikac¢ni kit REDTaq.
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Obrazek 14. Stanoveni transgenu GHB119 (90 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 21/2012 , M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 4/2014
(4_14). Amplifikacni kit REDTagq.

4_14 4_14

250 bp

200 bp

150 bp

100 bp

Obrazek 15. Stanoveni transgenu GHB119 (90 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 21/2012 , M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 4/2014
(4_14). Amplifikac¢ni kit REDTaq.
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T304-40

Spektrofotometrické méfeni koncentrace ziskané DNA

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

Vzorky Koncentrace A260/A280 A260/A230
(ng/pl)
CRM 5/2014 3320 1.85 1,05
CRM 52014 32,80 1,86 1,96

Urceni kvality vyizolované DNA

Obrazek 16. Urceni kvality vyizolované DNA pozitivni kontroly CRM 5/2014 (5_14), K -
kontrola izolace, M — hmotnostni standard.
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Stanoveni vnitiniho genu baviny

Bt M 514 514 M P

100 bp

50 bp

Obrazek 17. Stanoveni vnitiniho genu baviny (88 bp) u pozitivni kontroly CRM 5/2014
(5_14), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM
8/2012. Amplifikac¢ni kit REDTagq.

Stanoveni screeningového elementu promotoru 35S

Bt M 514 514 M P1 P2

150 bp

100 bp

50 bp

Obrazek 18. Stanoveni screeningového elementu promotor 35S (123 bp) u pozitivni
kontroly CRM 5/2014 (5_14), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P1 —
pozitivni kontrola CRM 7/2013, P2 — pozitivni kontrola CRM 8/2013. Amplifikaé¢ni kit
REDTagq.
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Stanoveni screeningového elementu NOS

Bt M 514 514 M P

N
-
i o
————
gt
—

100 bp

50 bp

Obrazek 19. Stanoveni screeningového elementu terminator NOS (180 bp) u pozitivni
kontroly CRM 5/2014 (5_14), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P —
pozitivni kontrola CRM 1/2011. Amplifika¢ni kit REDTagq.

Obrazek 20. Opakovani screeningového elementu terminator NOS (180 bp) u pozitivni
kontroly CRM 5/2014 (5_14), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P —
pozitivni kontrola CRM 1/2011. Amplifika¢ni kit REDTagq.
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V prvnim piipad¢ stanoveni terminatoru NOS byl pouzit klasicky postup (viz Tabulka €. 1).
Vysledkem jsou Spatné viditelné pruhy v urovni pozitivni kontroly (Obrazek 19). Proto byl
tento postup modifikovan zvySenim objemu primerd F i R na 1 pl a pfidanim iTaq polymerazy

v mnozstvi 0,05 ul na reakei.

Z druhého vysledku (Obrazek 20) je ziejmé, ze zmeénou postupu doslo ke zviditelnéni pruht

a prokazani, ze pozitivni kontrola CRM5/2014 obsahuje terminator NOS.

Stanoveni screeningového elementu bar

Bt M 514 514 M P

Obrazek 21. Stanoveni screeningového elementu bar (60 bp) u pozitivni kontroly CRM
5/2014 (5_14), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola
CRM 23/2012. Amplifikac¢ni kit REDTagq.

43



Stanoveni screeningového elementu Cryl Ab

TR S A R S B

Obrazek 22. Stanoveni screeningového elementu CrylA(b) (129 bp) u pozitivni kontroly
CRM 5/2014 (5_14), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 6/2009. Amplifikacni kit REDTaq.

Stanoveni transgenu T304-40

150 bp

100 bp

Obrazek 23. Stanoveni transgenu T304-40 (78 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 21/2012 , M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 5/2014
(5_14). Amplifikac¢ni kit REDTaq.
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Obrazek 24. Stanoveni transgenu T304-40 (78 bp), Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 21/2012 , M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM
5/2014 (5_14). Amplifikaé¢ni kit REDTaq.

Obrazek 25. Stanoveni transgenu T304-40 (78 bp), Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 21/2012 , M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM
5/2014 (5_14). Amplifika¢ni kit REDTagq.
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150 bp

100 bp

5\'] bp

Obrazek 26. Stanoveni transgenu T304-40 (78 bp), Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 21/2012 , M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM
5/2014 (5_14). Amplifikaé¢ni kit REDTaq.

200 bp

150 bp

100 bp

Obrazek 27. Stanoveni transgenu T304-40 (78 bp), Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 21/2012 , M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM
5/2014 (5_14). Amplifika¢ni kit REDTagq.

Béhem verifikace se postupovalo podle JPP postup ¢. 10250.1 a metod validovanych v EURL.
Ve vétsing piipadil se zachovaly jednotlivé objemy a slozky PCR reakce, sekvence primert
1 amplifika¢ni programy. Pouze v pfipad¢ stanoveni terminatoru NOS doslo ke zmén¢ objemu

primeri F a R a pfidani iTaq polymerazy.
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Z vyse uvedenych vysledkl vyplyva, ze testovany certifikovany referen¢ni material vykazuje
pruhy v pfislusném misté, jak u screeningu, tak pii stanoveni konkrétniho transgenu. Nékteré
z téchto pruhti mohou byt na hranici viditelnosti (zejména v tisténé verzi, kterd méa ponckud

horsi kvalitu oproti pivodnim snimkiim ulozenym elektronicky).
Detekovatelnost pruhtit DNA je zavisla 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 fedéni
a opakovaném rozmrazovani a zmrazovani.

- Kvalité gelu a provedeni elektroforézy.

5 Z.avér

Cilem prace bylo zavést metody pro detekci novych genetickych modifikaci u baviny, a to
transgeni GHB 119 a T304-40 a rozsifit tak spektrum dosud stanovovanych genetickych
modifikaci v laboratofi OMB. Tento tikol se podafilo splnit. Tyto metody se zatfadi do postupu

zkouseni pritomnosti genetickych modifikaci u vzorka krmiv.

6 Literatura
1. Stanoveni piitomnosti GMO metodou PCR, UKZUZ, JPP ZK, postup 250
2. Compendium of Reference Methods for GMO Analysis, European Union Reference

Laboratory for GM Food and Feed (EURL-GMFF), European Network of GMO
Laboratories (ENGL), 2011

3. Event-Specific Method for the Quantification of Cotton GHB119 Using Real-time PCR,
Validation Report and Validated Method, JRC — Institute for Health and Consumer
Protection, 2012

4. Event-Specific Method for the Quantification of Cotton T304-40 Using Real-time PCR,

Validation Report and Validated Method, JRC — Institute for Health and Consumer

Protection, 2012

http://en.biosafetyscanner.org

6. Global Status of Commercialized Biotech/GM Crops: 2013, by Clive James, Chair, [SAAA
International Service For the Acquisition of Agri-Biotech Aplications

e

47


http://en.biosafetyscanner.org/

Bulletin Narodni referen¢ni laboratore XXII 2018/1

Ro¢nik: XXII, ¢. 1

Vydal: Ustiedni kontrolni a zkusebni Gistav zemédélsky v roce 2018
Odpovédny redaktor: Ing. Iva Strizova

Pocet stran: 47

Texty neprosly jazykovou tpravou.

ISSN 1801-9196



	Bulletin 2018
	Brno 2018

	Obsah
	Za obsah příspěvků odpovídají autoři
	Stanovení kvalitativních parametrů ve vzorcích  pšenice tvrdé (Triticum durum)
	Zavedení detekce GHB 119 a T304-40 u bavlny



