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1 Souhrn

Byla ovéfena citlivost a aplikovatelnost nového systému, kapalinového chromatografu
ve spojeni s vysoko rozliSujicim hmotnostnim spektrometrem (LC-HRMS). Pesticidy byly
analyzovany v riiznych typech extraktli z rostlinného a piidniho materialu. Metoda byla ovétena

ucasti v testu zptisobilosti.

2 Uvod

Celosvétové se pouziva vice nez 1000 aktivnich substanci proti Skiidciim, rostlinnym
chorobam, nebo ke kontrole ristu plevele, a to za Gcelem zvySeni produkce potravin. Dalsi
pomocné latky jsou predmétem neustdlého vyvoje. Naproti tomu vSak musi byt
minimalizovano riziko spojené s vlivem pesticidll na lidské zdravi. Proto je aplikace pesticida
v zeméedélstvi striktné regulovédna legislativnimi pozadavky. Zneuzivani pesticidl, neznalost
spravné zeméd¢elské praxe, kiiZzova kontaminace béhem zpracovani, skladovani a transportu,
mohou byt zdrojem nezadouci nebo nelegélni ptitomnosti rezidui pesticidi v potravinach

a krmivech.

Pro kontrolu dodrzovani hygienickych limitlh a monitoring pesticidii se nejcastéji vyuzivaji
analytické techniky spojeni plynové nebo kapalinovd chromatografie shmotnostné
spektrometrickou detekci s trojitym kvadrupolovym filtrem nebo iontovou pasti s jednotkovym
rozliSenim. Tyto instrumenty pracuji v rezimu tzv. cilené analyzy. Takto Ize stanovit Siroké
spektrum pesticidi, protoze jsou tyto piistroje velmi citlivé, selektivni a méti reprodukovatelné.
Analyty jsou do cilenych metod zatazeny dle toho, (i) zdali jsou prokédzané na zékladé
monitoringd, (ii) dle zemé&délské praxe v daném regionu, (iii) nebo dle seznamu pozitivnich
zachytl v ramci evropskych monitoringt, které jsou zvefejiovany EFSA.
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Kontrolni laboratofe mohou monitorovat naptiklad 300 pesticidi v jedné analyze, avSak
1 pfesto mlize uniknout informace o vét§iné méné frekventovanych nebo nevhodné pouzitych
latkach. ZlepSeni zéachytu pesticidi umoziuje pouziti vysokorozliSovaci hmotnostni
spektrometrie v rezimu tzv. necileného screeningu. Extrakt vzorku se zméfi generickou
metodou a vysledny chromatogram, ktery obsahuje hmotnostni spektra latek, jejich prekurzory
a fragmenty, pak muize byt softwarové prohleddvan na zaklad¢ shody s latkami obsazenymi
v knihovnach spekter a databazich (napt. knihovny obsahujici pesticidni latky, mykotoxiny,
forenzni latky, ...). Navic je zde umoznéna tzv. retrospektivni analyza dat a naskenovany vzorek

tak mize byt podroben re-analyze bez nutnosti jeho dal$i analytické ptipravy a prométeni.

Tato studie popisuje vyuziti ultrau¢inného kapalinového chromatografu ve spojeni s hybridnim
hmotnostné spektrometrickym analyzatorem typu kvadrupélového filtru s detektorem doby letu
pro stanoveni pesticidll, jejich metabolitli a dalSich latek v krmivech, krmnych surovinach

a v pade.

3 Chemikalie

Methanol (Cistota LC-MS), mraven¢an amonny (pro MS) a kyselina mravenc¢i (¢istota LC-MS),
Fluka. Ultra ¢istd voda byla pfipravena pomoci systému Milli-Q (Millipore Corporation, USA).
Acetonitril (Cistota HPLC), Sigma-Aldrich (Ceska republika). Jednotlivé standardy pesticidi,
Sigma-Aldrich (Ceské republika), Dr. Ehrenstorfer (Némecko), HPC Standards (Némecko),
Chem Service (Spojené staty americké). Standardy byly rozpustény ve vhodném rozpoustédle

a uchovavany podle pokynt vyrobce.

4 Pristroje a pomiicky

Kapalinovy chromatograf Agilent 1290 (Agilent, Némecko) s vysoko rozliSujicim
hmotnostnim spektrometrem Agilent 6550 (Agilent, Némecko), vybaveny kolonou, ZORBAX
Eclipse PLUS CI18, 100 mm x 2,1 mm x 1,8 um (Agilent, Némecko). Analytické vahy,
ultrazvukova lazen, horizontalni tiepacka s rychlosti do 300 kmitti/min, centrifuga s rozsahem
otacek nad 3000 ot/min, centrifugaéni zkumavky polyprolylenové (PP) se Sroubovacim vickem
o objemech 15 ml a 50 ml, centrifugacni zkumavka Eppendorf o objemu 1,5 ml, stiikackové
filtry nylonové o velikosti pérti 0,2 um (Labicom, Ceské republika), sklenéné vialky o objemu

2 ml.



5 Postup pripravy vzorku

Homogenni vzorek se navazi do 50 ml centrifuga¢ni PP zkumavky. K matrici se pfida 10 ml
MilliQ vody. Extrakce se provede 10 ml acetonitrilu tfepanim na horizontalni tfepacce po dobu
20 min pii alespon 150 kmitech/min. Poté se pfida smés soli (4 g MgSOs, 1 g NaCl,
1 g HOC(COONa)(CH2COONa) x 2 H20 a 0,5 g HOC(COOH)(CH2COONa) x 1,5 H20).
Zkumavka se opét intenzivné protfepe po dobu (I — 2) min. Vzorek se odstiedi 5 min
pti 5000 ot/min, vrchni acetonitrilova vrstva se prevede do 15ml PP zkumavky a necha se
vymrazit. Vymrazeny extrakt se opét odstiedi 5 min pfi 3900 ot/min. Pfesné¢ 0,5 ml
acetonitrilové vrstvy se pfevede do zkumavky Eppendorf, okyseli se 10 pl 5% kyseliny
mravenci v acetonitrilu a doplni vodou na celkovy objem 1 ml. Po promichéni se roztok zfiltruje

pies membranovy filtr nebo se odstfedi pii 12000 ot/min a pievede do vialky.

6 LC-HRMS stanoveni

Extrakty prevedené do 2ml vialky se analyzuji metodou LC-HRMS ve vhodné sekvenci vzorka
a standardii. Kompletni nastaveni pfistroje a podminky méfeni jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2.
Pted analyzou realnych vzorkl se ovéfi citlivost systému analyzou nejnizSiho kalibra¢niho
bodu a zaroven stabilita retenéniho chovani v daném chromatografickém systému. Selektivita

analyzy je zajiSténa vysokym rozliSenim hmotnostniho spektra.



Tabulka 1. Chromatografické podminky LC stanoveni.

LC — Agilent 1290

Kolona

ZORBAX Eclipse PLUS C18 (100 mm x 2,1 mm x 1,8 pum)

Nastiik

2l

LC podminky pro stanoveni

v ESI*

Mobilni faze A

0,1% kyselina mraven¢i + 2mM mravencan amonny v deionizované vod¢

Mobilni faze B

0,1% kyselina mraven¢i + 2mM mravenc¢an amonny v methanolu

Prutok mobilni faze

0,3 ml/min

Gradient

Gradientova eluce od 5 % do 100 % B béhem 14 min

LC podminky pro stanoveni

v ESI

Mobilni faze A 1 mM NH4F v deionizované vodé
Mobilni faze B methanol
Pratok mobilni faze 0,3 ml/min

Gradient

Gradientova eluce od 5 % do 100 % B béhem 14 min

Tabulka 2. Podminky MS detekce.

MS — Agilent 6550 Q-TOF

2 GHz High Resolution mode

Korekce pomoci referen¢nich hmot béhem celé analyzy

Teplota ESI zdroje 150 °C

Tlak nebuliseru 35 psi

Pritok sheat gas 11 L/h

Teplota sheat gas 350 °C

Napéti na kapilaie 3kV
Fragmentor 250V

Plny SCAN

Hmotnostni rozsah (100 — 1000) m/z
Absolute treshold 200

Rychlost sbéru dat 6 spekter/sec

All ion MS/MS méd




MS - Agilent 6550 Q-TOF

Hmotnostni rozsah (50— 1000) m/z

Tti skenovaci segmenty 10 eV, 20eV, 40 eV

Rychlost sbéru dat 6 spekter/sec

7 Vysledky a diskuse

7.1 Vyuzitelnost vysokého rozliSeni

Existuje Siroka tada latek, které maji rizné atomarni zastoupeni, ale stejnou nominalni
hmotnost, jako naptiklad pesticidy quinmerac (Ci1iHsCINOz) a chloridazon (CioHsCIN3O)
jejichz molekulovd hmotnost je 221 g/mol. Tyto latky mohou byt navic eluovany z kolony
ve velmi podobném ¢ase. Pro hmotnostni spektrometr s jednotkovym rozliSenim by se v rezimu
SCAN mohlo jednat o totozné latky a jejich rozliSeni, jinak nez optimalizaci LC podminek nebo
s pomoci MS fragmentace, by nebylo mozné. Pfesnd hmotnost téchto latek je vSak rozdilna.
Quinmerac (221,02436 g/mol) a chloridazon (221,03559 g/mol) se 1i8i o 51 ppm. Tento rozdil
lze pozorovat pravé pomoci vysokorozliSovacich hmotnostnich spektrometr. Oba analyty tak
mohou byt rozpoznany na zdklad¢ tzv. pfesné hmoty, protoze vysokorozliSovaci piistroje

mohou méfit napiiklad s chybou jiz 2,5 ppm.

Diky tomu, ze se zvySujici se pfesnosti hmoty klesa mnozstvi izobarickych slou¢enin — tedy
tzv. moznych kandidati na danou latku, mohou vznikat databaze presnych hmot a knihoven

spekter, které se vyuzivaji pro identifikaci neznamych latek v analyzovaném vzorku.

Béhem extrakce vzorku se do extraktu dostavaji nejen analyty, ale i dal$i matri¢ni koextrakty,
které¢ mohou znesnadnit analyzu vzorku. V oblasti reten¢niho ¢asu analytu tak mohou byt
pfitomny interference, které vypadaji jako samotny analyt nebo zastifiuji jeho signal. Jestlize se
v tomto piipadé pouzije extrakce iontli s chybou 5 ppm, matri¢ni koextrakt je odstinén a analyt

muze byt detekovan — jak je znazornéno na prikladu stanoveni amidosulfuronu (Obrazky 1 a 2).
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Obrazek 1. Extrahovany iontovy chromatogram amidosulfuronu (molekulovy ion m/z 370
a dva fragmentové ioty m/z 218 a m/z 261) ve vojtéskovém extraktu. Extrahovany iontovy
chromatogram s chybou 1000 ppm, ktera odpovida jednotkovému rozliSeni.
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Obrazek 2. Stejny extrahovany iontovych chromatogram amidosulfuronu jako
na obrazku 1. Extrakce s chybou 5 ppm.




7.2 Retrospektivni analyza dat

VysokorozliSovaci hmotnostni spektrometr mlize pracovat jak v rezimu cilené, tak i necilené
analyzy. V necilené analyze se pouzivaji dva piistupy screeningu. Bud’ data-dependent, nebo
data-independent analysis. Oba pfistupy umoziuji retrospektivni analyzu dat. Je umoznéna
re-analyza jiz dfive zméfenych dat, bez nutnosti opétovné ptipravy extraktu vzorku a jeho
analyzy na pfistroji. Tohoto lze vyuzit naptiklad v pfipad€, Ze byl dany vzorek testovan
na pritomnost urcitého rozsahu pesticidl, avSak v budoucnu muize byt pozadavek na tento
rozsah zménén, nebo se mohou dostat do poptedi zajmu i1 jiné analyty, nezli pesticidy

(napf. 1éCiva, pfirodni toxiny, doplitkové latky...) (Obrazek 3).

,10; +ESI TIC Scan 151123_16d

l

(1
|n

'r \ ||r,|| ﬂ

|
(Hh' || |
1 'Wr Wil i M

|
v

|| ||'f||l 'q‘

T
7 75
‘quesition Time (min)

Obrazek 3. Chromatogram z necileného screeningu zméreného pomoci HRMS lze vyuzit
pro rizné ucely.

7.3  Nastaveni kvantifika¢ni metody

Tvorba knihovny MS/MS spekter
Soucasti LC-HRMS systému je také softwarova knihovna spekter pesticidnich latek, diky které
1ze identifikovat analyty ve vzorcich, které byly zméteny cilenou, ale i necilenou analyzou. Tato

knihovna muze byt libovolné rozsifovana o dalsi analyty. K tomuto tcelu je zapotiebi ziskat



fragmentacni spektrum standardni latky, které se zméfi pii raznych koliznich energiich
(nejcasteji 10 eV, 20 eV a 40 eV). Kazd¢é fragmentaéni spektrum se softwarové procisti

a nahraje do knihovny spekter (Obrazek 4).
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Obrazek 4. Fragmentacni hmotnostni spektrum aminopyralidu ziskané fragmentaci
prekurzoru s neutralnimi atomy dusiku s kolizni energii 10 eV.

Kvalitativni identifikace a nastaveni kvantifika¢ni metody

Standardy pesticidii byly analyzovany metodou popsanou v odstavci 6. Slouceniny byly
nalezeny algoritmem Find By Formula (FBF) (Obrazek 5). Poté byla ziskana data exportovana
do MassHunter Quantitative Analysis software s pouzitim vytvoieného CEF souboru. Tim byly
automaticky ziskany informace o analytech, jejich néazvy, retencni Casy, prekurzorové
a fragmentacni ionty pii riznych koliznich energiich a jejich relativni zastoupeni. Takto ziskané
nastaveni kvantifikaéni metody pro ptiblizné 100 latek bylo aplikovano na vzorky a standardy

(Obrazek 6).
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Obrazek 5. Export vysledki kvalitativnich identifikacnich parametri (RT, nazev...)
do kvantitativni metody s pouZitim souboru Compound Exchange Format (CEF).
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Obrizek 6. Aplikace vysledné kvantifikacni metody. Prekurzorovy ion a kvalifika¢ni
ionty azoxystrobinu.



7.4 Validace metody

Metoda pro stanoveni rezidui pesticidi a jejich metaboliti byla validovana podle
SANTE/11945/2015. Identifikace analytti probihala v souladu s platnou legislativou, ktera
pozaduje sledovani alespont dvou iontl s ptfesnosti do 5 ppm, idealné¢ jeden molekulérni ion
ajeden fragment. Schopnost metody pro stanoveni pesticidii byla testovana analyzou Ctyt
nasledujicich matric: krmivo, plida, pSenice a vojtéska. Linearita byla testovana s pouzitim
kalibra¢nich ktivek v matrici o koncentraci 4 pg/kg — 400 pg/kg. Byl vypocitan koeficient
determinace (R?). Vé&tsina pesticidli vykazovala dobrou linearitu (R*> > 0,993). Reportovaci
limity byly rGzné pro kombinace analytu a matrice, ale u vétSiny pesticidd byly nizsi
nez 10 pg/kg ve vSech testovanych materialech. Pro verifikaci na zékladé¢ ptfesné hmoty
je poZzadovano dosazeni chyby alesponl 5 ppm. TOF systém, ktery byl pouZit pro tuto studii,
poskytoval nejcastéji vysledky schybou do 2,5 ppm. Vysledky z validace pocatecniho

testovaciho setu pesticidl jsou uvedeny v nasledujici Tabulce 3.

Tabulka 3. Reportovaci limity (RL) a korela¢ni koeficienty (R?) startovaciho setu
vybranych pesticidi.

Material Krmivo Pida PSenice Vojtéska
Precursor ESI+/ RL RL RL RL
Pesticide Formula i R? R? R? R?
ion m/z ESI- | (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)

2,4,-D C8H6CI1203 218,9621 ESI- 16 0,9997 8 0,9976 8 0,9995 16 0,9991
2,4-DP

C9H8CI1203 160,9567 ESI- 200 NC 200 NC 40 0,9995 16 0,9993
(Dichlorprop)
Acetochlor C14H20CINO2 148,1121 ESI+ 4 0,9996 8 0,9999 8 0,9996 16 0,9990
Aclonifen C12H9CIN203 263,0229 ESI- 40 0,9960 40 0,9966 200 NC 200 NC
Alachlor C14H20CINO2 270,1255 ESI+ 8 0,9993 4 0,9986 4 0,9995 16 0,9968
Amidosulfuron C9H15N507S2 370,0486 ESI+ 4 0,9996 4 0,9987 4 0,9997 4 0,9999
Aminopyralid C6H4CI2N202 206,9723 ESI+ 8 0,9964 8 0,9964 4 0,9971 16 0,9959
Asulam C8H10N204S 231,0434 ESI+ 4 0,9954 4 0,9988 4 0,9925 16 0,9967
Atrazine C8H14CINS 216,101 ESI+ 4 0,9997 4 0,9991 4 0,9979 16 10,000
Atrazine-2-

C8H15N50 198,1351 ESI+ 8 0,9971 4 0,9989 8 0,9956 40 0,9930
hydroxy
Atrazine-

C6H10CINS 188,0699 ESI+ 16 0,9998 4 0,9997 8 0,9986 40 0,9954
desethyl
Atrazine-
desethyl- C3HA4CINS 146,0228 ESI+ 40 0,9989 16 0,9999 8 0,9984 200 NC
desisopropyl
Azoxystrobin C22H17N305 404,1235 ESI+ 4 0,9992 4 0,9996 4 0,9989 4 0,9998
Bentazone C10H12N203S 239,0495 ESI- 8 0,9972 4 0,9977 8 0,9998 8 0,9976
Boscalid C18HI12CI2N20 343,0399 ESI+ 4 0,9990 4 0,9978 4 0,9993 8 0,9909
Bromoxynil C7H3Br2NO 275,8488 ESI- 4 0,9990 4 0,9983 4 0,9996 4 0,9999
Carbendazim C9HIN302 192,0768 ESI+ 4 0,9981 4 0,9997* 4 0,9937 16 0,9983
Chloridazon C10HSCIN3O 222,0429 ESI+ 8 0,9995 8 0,9968 8 0,9959 16 0,9997
Chlorotoluron C10H13CIN20 213,0789 ESI+ 4 0,9996 4 0,9999 4 0,9988 40 0,9881
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Material Krmivo Pida PSenice Vojtéska

Pesticide Formula Precursor Kt RE R? RL R? R R? RL R?
ionm/z | ESI- | (ng/kg) (ng/kg) (ng/ke) (ng/kg)

Chlorpropham CI10H12CINO2 212,0484 ESI- 16 0,9941 16 0,9981 8 0,9993 ND NC
Chlorpyrifos C9H11CI3NO3PS 349,9336 ESI+ 8 0,9996 8 0,9992 8 0,9993 4 0,9992
Chlorsulfuron C12H12CIN504S 358,0371 ESI+ 8 0,9996 4 0,9988 4 0,9999 8 0,9999
Clomazone C12H14CINO2 240,0786 ESI+ 4 0,9998 4 0,9997 4 0,9998 ND NC
Clopyralid C6H3CI2NO2 189,9468 ESI- 40 0,9998 16 0,9959 16 0,9968 4 0,9967
Cyproconazole C15HI8CIN3O 292,1211 ESI+ 4 0,9995 4 0,9997 4 0,9997 40 0,9988
Cyprosulfamide C18H18N205S 375,1009 ESI+ 4 0,9998 4 0,9920 4 0,9999 4 0,9996
Desmedipham C16H16N204 318,1448 ESI+ 4 0,9999 4 0,9972 4 0,9998 40 0,9966
Dicamba C8H6CI1203 218,9621 ESI- 16 0,9998 8 0,9982 8 0,9986 8 0,9996
Dichlormid C8H11CI2NO 208,029 ESI+ 40 0,9994 40 0,9981 8 0,9987 40 0,9910
Difenoconazole C19H17CI2N303 406,072 ESI+ 4 0,9947 4 0,9913 8 0,9998 8 0,9993
Diflufenican CI9H11F5N202 395,0813 ESI+ 4 0,9989 4 0,9984 4 0,9995 4 0,9999
Dimethachlor C13H18CINO2 256,1099 ESI+ 4 0,9998 4 0,9999 4 0,9999 16 0,9985
Dimethenamid CI2H18CINO2S 276,082 ESI+ 4 0,9994 4 0,9985 4 0,9996 4 0,9940
Dimethomorph C21H22CINO4 388,131 ESI+ 4 0,9992 4 0,9933 4 0,9999 40 0,9943
Dimoxystrobin C19H22N203 327,1703 ESI+ 4 0,9997 4 0,9998 4 0,9996 4 0’9362
Diuron C9H10CI2N20 233,0243 ESI+ 4 0,9993 4 0,9995 4 0,9989 40 0,9895
Epoxiconazole C17HI13CIFN30 330,0804 ESI+ 4 0,9995 8 0,9980 4 0,9999 8 0,9996
Fenhexamid C14H17CI2NO2 302,0709 ESI+ 8 0,9997 4 0,9959 8 0,9996 16 0,9986
Fenpropidin CI9H3IN 274,2529 ESI+ 8 1,0000* 4 0,9994 4 0,9999* 16 0,9965
Fenpropimorph C20H33NO 304,2635 ESI+ 8 0,9991 4 0,9999 8 0,9918 40 0,9907
Florasulam C12H8F3N503S 360,0373 ESI+ 8 0,9997 4 0,9993 4 0,9998 4 0,9991
Fluazifop C15H12F3NO4 328,0791 ESI+ 4 0,9995 4 0,9965 4 0,9996 16 0,9968
:‘l::::ifop-l)- C19H20F3NO4 384,1417 ESI+ 4 0,9964 4 0,9968 4 0,9936 4 0,9982
Flurochloridone CI2H10CI2F3NO 312,0164 ESI+ 16 0,9997 16 0,9997 8 0,9998 16 0,9978
Fluroxypyr C7H5CI2FN203 254,9734 ESI+ 40 0,9996 40 0,9943 16 0,9920 16 0,9925
Flusilazole C16H15F2N3Si 316,1076 ESI+ 4 0,9987 4 0,9973 4 0,9996 4 0,9999
Foramsulfuron C17H20N607S 453,1187 ESI+ 8 0,9994 4 0,9983 4 0,9992 4 0,9999
Haloxyfop C15H11CIF3NO4 362,0402 ESI+ 8 0,9991 8 0,9959 16 0,9998 4 0,9997
Haloxyfop-2- C19H19CIF3NO5 434,0977 ESI+ 4 0,9970 4 0,9997 4 0,9994 4 0,9993
ethoxyethyl
Haloxyfop- C16H13CIF3NO4 376,0558 ESI+ 4 0,9984 4 0,9998 4 0,9996 4 0,9990
methyl
Hexazinone C12H20N402 253,1659 ESI+ 4 0,9984 4 10,000 4 0,9977 4 0,9994
fodosulfuron- C14H14IN506S 507,9782 ESI+ 4 0,9999 4 0,9976 8 0,9979 ND NC
methyl
Isoproturon CI12H18N20 207,1492 ESI+ 4 0,9984 4 0,9996* 8 0,9957 4 0,9959
Isoxadifen-ethyl C18H17NO3 296,1281 ESI+ 4 0,9999 4 0,9987 4 0,9988 4 0,9937
Isoxaflutole C15H12F3NO4S 356,0366 ESI- 4 0,9989 4 0,9976 4 0,9988 16 0,9912
Lenacil C13H18N202 235,1441 ESI+ 8 0,9999 4 0,9985 4 0,9997 4 0,9953
Linuron CY9H10CI2N202 249,0192 ESI+ 4 0,9997 4 10,000 4 0,9998 8 0,9983
MCPA C9HICIO3 199,0167 ESI- 4 0,9999 4 0,9991 8 0,9999 16 0,9989
Mecoprop CI10H11CIO3 213,0324 ESI- 8 0,9987 4 0,9985 8 0,9997 16 0,9991
Mefenpyr- C16H18CI2N204 373,0716 ESI+ 4 0,9985 4 0,9984 4 0,9999 4 0,9999
diethyl
Mesotrione C14HI3NO7S 340,0485 ESI+ 4 0,9998 8 0,9992 8 0,9995 40 0,9941
Metalaxyl-M C15H21INO4 280,1543 ESI+ 8 0,9971 4 0,9987 4 0,9978 8 0,9991
Metamitron C10H10N40 203,0927 ESI+ 16 0,9986 4 0,9964 8 0,9965 16 0,9991
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Material Krmivo Pida PSenice Vojtéska
Precursor ESI+/ RL RL RL RL
Pesticide Formula : R? R? R? R?
ionm/z | ESI | (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
Metazachlor C14H16CIN30O 278,1055 ESI+ 4 0,9998 4 0,9996 4 0,9998 16 0,9888
Metconazole C17H22CIN30O 320,1524 ESI+ 4 0,9985 4 0,9918 4 10,000 4 0,9940
Methoxyfenozide | C22H28N203 369,2173 ESI+ 16 0,9959 4 0,9998 16 0,9991 40 0,9981
Metolachlor C15H22CINO2 284,1412 ESI+ 4 0,9996 4 0,9998 4 0,9996 4 0,9992
Metribuzin C8H14N40S 215,0961 ESI+ 16 0,9987 4 0,9963 8 0,9960 16 0,9988
Metsulfuron-
C14H15N506S 382,0816 ESI+ 4 0,9999 4 0,9987 4 0,9993 4 0,9998
methyl
Nicosulfuron C15H18N606S 411,1081 ESI+ 200 NC 40 0,9935 16 0,9955 16 0,9978
Pendimethalin C13HI9N304 282,1448 ESI+ 40 0,9909 8 0,9956 8 0,9992 8 0,9940
Penthoxamid C16H22CINO2 296,1412 ESI+ 8 0,9997 4 0,9993 4 0,9998 8 0,9985
Picloram C6H3CI3N202 240,9333 ESI+ 16 0,9965 40 0,9959 40 0,9942 40 0,9922
Picoxystrobin C18H16F3NO4 368,1104 ESI+ 4 0,9997 4 0,9987 4 0,9999 4 0,9986
Pirimicarb C11H18N402 239,1503 ESI+ 4 0,9989 4 0,9986 4 0,9974 4 0,9995
Pirimicarb-
C10H16N402 225,1346 ESI+ 4 0,9907 4 0,9993* 4 0,9999* 8 0,9985
desmethyl
Pirimiphos-
C11H20N303PS 306,1036 ESI+ 4 0,9997 4 0,9984 4 0,9951 4 0,9971
methyl
Prochloraz C15H16CI3N302 376,0381 ESI+ 4 0,9995 4 0,9996 4 0,9993 4 0,9997
Prometryn C10HI9NSS 242,1434 ESI+ 4 0,9998 4 0,9980* 4 0,9973 4 0,9992
Propachlor C11H14CINO 212,0837 ESI+ 4 0,9999 4 0,9998 4 0,9997 8 0,9995
Propamocarb C9H20N202 189,1598 ESI+ 4 0,9998 4 0,9976 4 0,9975 8 0,9998
Propaquizafop C22H22CIN305 444,1321 ESI+ 4 0,9959 4 0,9993 4 0,9997 8 0,9998
Propiconazole C15H17CI2N302 342,0771 ESI+ 8 0,9990 4 0,9995 16 0,9993 8 10,000
Prosulfocarb C14H21NOS 252,1417 ESI+ 4 0,9975 4 0,9999 4 0,9990 8 0,9999
Prothioconazole-
C14HI15CI2N30 312,0665 ESI+ 4 0,9998 4 0,9965 4 0,9998 4 0,9963
desthio
Quinclorac C10H5CI2NO2 241,977 ESI+ 4 0,9996 4 0,9982 4 0,9997 4 0,9999
Quinmerac C11H8CINO2 222,0316 ESI+ 4 0,9999 4 0,9999 4 0,9996 8 0,9995
Quinoxyfen C15H8CI2FNO 308,004 ESI+ 4 0,9906 4 0,9996 4 0,9996 4 0,9998
Quizalofop-P- 0,9986
vl C19H17CIN204 373,095 ESI+ 4 0,9938 4 0,9989 4 0,9999 4 N
ethy’
Rimsulfuron C14H17N507S2 432,0642 ESI+ 8 0,9999 4 0,9987 4 0,9998 4 0,9999
Simazine C7HI12CINS 202,0854 ESI+ 4 0,9999 4 0,9992 4 0,9975 8 0,9986
Simazine-2-
C7HI3N50 184,1193 ESI+ 4 0,9966 4 0,9931 4 0,9960 8 0,9997
hydroxy
Spiroxamine C18H35NO2 298,2741 ESI+ 4 0,9992 4 0,9996 4 0,9998 ND NC
Sulfosulfuron C16H18N607S2 471,0751 ESI+ 4 0,9999 4 0,9992 4 0,9999 8 0,9999
Tebuconazole C16H22CIN3O 308,1524 ESI+ 4 0,9991 4 0,9992 4 0,9998 8 0,9943
Terbuthylazine CI9H16CINS 230,1167 ESI+ 4 0,9971 4 0,9989 4 0,9995 8 0,9949
Terbuthylazine-
C9H17N50 212,1506 ESI+ 8 0,9994 4 0,9987 8 0,9987 16 0,993
2-hydroxy
Terbuthylazine-
C7HI12CINS 202,0854 ESI+ 16 0,9995 4 0,9995 4 0,9997 40 0,9954
desethyl
Terbuthylazine-
desethyl-2- C7HI3NS50 184,1193 ESI+ 40 0,9990 4 0,9997 16 0,9979 40 0,9998
hydroxy
Terbutryn C10HI9NSS 242,1434 ESI+ 4 0,9940 4 0,9994 4 0,9947 4 0,999
Thiacloprid C10H9CIN4S 253,0309 ESI+ 4 0,9997 4 0,9998 4 0,9994 4 0,9993
Thiencarbazone-
vl C12H14N407S2 391,0377 ESI+ 8 0,9995 4 0,9913 8 0,9977 8 0,9992
methy
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Material Krmivo Pida PSenice Vojtéska
Precursor ESI+/ RL RL RL RL
Pesticide Formula : R? R? R? R?
ion m/z ESI- | (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)

Thifensulfuron-

C12H13N506S2 388,038 ESI+ 4 0,9998 4 0,9983 4 0,9989 8 0,9999
methyl
Thiophanate-

C12H14N404S2 343,0529 ESI+ 4 0,9997 4 0,9991 4 0,9975 8 0,9994
methyl
Triadimefon C14H16CIN302 294,1004 ESI+ 8 0,9992 8 0,9936 4 0,9997 16 0,9996
Triadimenol C14H18CIN302 296,116 ESI+ 4 0,9997 8 0,993 16 0,9996 ND NC
Triasulfuron C14H16CIN505S 402,0633 ESI+ 4 0,9998 4 0,9924 8 0,9998 8 0,9996
Triclopyr C7HA4CI3NO3 2539184 ESI- 16 0,9946 16 0,9979 16 0,9952 8 0,996
Trifloxystrobin C20H19F3N204 409,137 ESI+ 4 0,9995 4 0,9992 4 0,9980 4 0,9932
Triticonazole C17H20CIN30O 318,1368 ESI+ 8 0,9985 4 0,9988 8 0,9993 8 0,9996

* ... Linearni v rozsahu RL - 200 pug/kg; NC ... nevypocteno; ND ... nedetekovano

7.5

Analyza krmiv s pouZzitim metody pro stanoveni pesticidi pomoci

LC-HRMS analyzy

Metoda byla pouzita pro analyzu pfitomnosti pesticidli ve vzorcich krmiv a materialu pro jejich

vyrobu. Pesticidy byly obsazeny ve 44 % vzorkii (Obrazek 7). Zadny vzorek viak neobsahoval

pesticidy v mnoZstvi, které by pfevySovalo MRL (Obrazek 8).

16

14

12

10

Number of samples
[ole]

- - 8 _________________________________________________________________
L - 8 O
4
2 1 1 1 1
1
Wheat Triticale Barley Maize Forage rape Pea Oat
Contaminated Non-contaminated

Obrazek 7. Pozitivni a negativni nalezy pesticidi v testovanych vzorcich.
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Obrazek 8. Vyskyt pesticidii v testovanych vzorcich.

7.6 Ovéreni funkénosti metody v testu zpusobilosti

Moznosti screeningu byly ovéfeny ucasti v mezinarodnim mezilaboratornim porovnavacim
testu porddaného Evropskou referen¢ni laboratofi pro ovoce a zeleninu s oznacenim EUPT-FV-

SM-07. Celkova uspésnost detekce pesticidii ¢inila 100 %.

8 Z.avér

Ultrati¢innd  kapalinova chromatografie ve spojeni s vysokorozlidujicim hmotnostnim
spektrometrem umoziluje méfit presné hmotnosti sloucenin. Tento systému je vhodny
pro rutinni analyzy velkého mnozstvi pesticidii v riiznorodych matricich. Vzhledem k tomu,
ze mohou byt nekteré fragmenty produkovany také z matri¢nich koextraktli nebo strukturné
podobnych koeluujicich latek, je vhodnéjsi k identifikaci latky pouzit vice nez jeden fragment

a eliminovat tak riziko ndhodné interference.

Hlavnimi vyhodami pouziti této techniky pro screening pesticidi jsou: (i) produktové ionty jsou
teoreticky eluovany pro kazdy analyt v kazdé analyze — za predpokladu jeho extrakce z matrice
aionizace; (i) jak molekularni ion, tak fragmenty mohou byt pouzity pro kvantifikaci; a vysoka

rychlost sbéru dat, kterd umoziuje kvantifikaci analyti.
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Tato metoda mize byt pouzita jak pro cilenou analyzu rezidui pesticidl, tak pro screening
necilenych latek. Navic miize byt aplikovéana retrospektivni analyza dat k detekci necilovych

latek, a to bez nutnosti opakovani analyzy daného vzorku.
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Zavedeni metody zaloZené na analyze mikrosateliti

(SSR markert) pro identifikaci odrid kukufice

Katerina Stankova

Ustiedni kontrolni a zku$ebni tstav zemé&d&lsky, Narodni referenéni laboratof, Oddéleni
mikrobiologie a biochemie, Hroznové 2, 656 06 Brno

1 Uvod

Tradi¢ni identifikace odriid kukufice v praxi probihéd na zaklad€ porovnani charakteristickych
morfologickych znakli. Projev morfologickych charakteristik je zavisly na pfirodnich
podminkdéch, individualni rostlinné biologii, f4zi vyvinu rostliny a zdravotnim stavu rostliny.
Genetické markery se staly vhodnym zpasobem, jak nejen urychlit a zefektivnit proces
identifikace odrad, tvorby odriid novych, ale i soucasn¢ kontrolovat zakladni parametry

mnozitelského materidlu — odliSitelnost, vyrovnanost a stalost.

Pro identifikaci odriid kukufice se prozatim ukézala jako nejvhodnéjsi metoda SSR (Simple
Sequence Repeat, mikrosatelity). Mikrosatelitni markery jsou druhové specifické, vysoce
polymorfni, kodominantni, rovnomérné zastoupeny v celém genomu, nezavislé na podminkach

vnéjsiho prostiedi a jednoduse detekovatelné pomoci polymerdzové fetézové reakce.

2 Princip

Princip metody SSR je zaloZen na amplifikaci mikrosatelitnich oblasti (asektit DNA), které jsou
stalé v rameci jedné odrudy, ale vysoce odlisné ve srovnani mezi odridami. Tyto kratké motivy
se proto daji vyuzit jako kli¢ k identifikaci neznamych odrtid. Mikrosatelity pfedstavuji oblasti
v DNA slozené z mnohokrat se opakujicich jednoduchych motivii o délce 1 az 6 nukleotida
jako jsou napt. (A)n, (AG)n, (GATA)n. Tyto opakujici se motivy se nazyvaji repetice. Jejich
celkova délka obvykle neptesahuje 100 bp.

Zakladem metody je detekce SSR pomoci polymerazové fetézové reakce (dale PCR). Jedna se

o0 hojné pouzivanou metodu, pfi které dochdzi k mnohondsobnému namnozeni (amplifikaci)

oblasti, ktera vySe uvedend opakovani obsahuje. PCR se provadi automatizovan¢ v termalnim
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cykleru. Pfed vlastni PCR je dulezité provést iplnou pocatecni denaturaci DNA. Tim se zajisti,
ze pii prvnim kroku cyklu nedojde pouze k ¢astecnému oddeleni komplementarnich fetézci,
ale vSechny molekuly piivodni DNA budou jednofetézcové a piistupné primerim. Nésleduje
denatura¢ni krok prvniho cyklu. Béhem druhého kroku, tzv. annealingu, ptfisedaji kratké
oligonukleotidy (primery) specifické kusekim DNA bezprostiedné pftiléhajicim
k mikrosatelitni sekvenci. Ve tfetim kroku cyklu, tzv. extenzi, jsou primery prodluzovany
DNA-polymerazou. Nasledujici cyklus zacind opét denaturaci dvouvldknové DNA
a vSe se opakuje. Pocet cyklti PCR je zavisly na optimalizaci teplot a doby trvani jednotlivych
krokl reakce, slozeni reakéni smési a mnozstvi templatové DNA. Celkovy produkt PCR
se nazyvéa amplikon. M4 definovanou délku pohybujici se od desitek az po stovky part bazi

(bp), ktera se stanovi pomoci kapildrni elektroforézy na fragmentovém analyzatoru.

3 Cil

Cilem prace bylo zavést metodu pro identifikaci odriid kukufice pomoci dvanacti SSR markert
(mikrosatelitil), konkrétné bnlgl1129, phiO15, phiO83, phil02228, phil09275, phi233376,
umcl061, umcl1117, umc1133, umc1448, umc1478 a umcl545. Tyto makery doporucuje
mezinarodni asociace pro zkouseni osiv (ISTA) jako vhodné deskriptory pro identifikaci odrad
kukufice. Pro vyse uvedené markery neni dostupnd databaze umoziujici porovnani vysledki

analyz SSR markert testovanych vzork.

4 Material a metody

Pti praci se vychdzelo z v laboratofi dosud zavedenych metod:
JPP UKZUZ 10250 Stanoveni pfitomnosti GMO metodou PCR
JPP UKZUZ 40300.1 Stanoveni ptitomnosti fytoplazem metodou PCR

a ze zkuSenosti ziskanych pfi zavadéni metody zalozené na analyze mikrosatelitd

pro identifikaci odrad révy vinné.
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4.1  Pristroje a pomucky

Sterilni tfeci misky s tloucky vychlazené na — 20°C.

Rotorovy rychlomlynek Pulverisette 14, FRITSCH, DEU .

Véhy s ptesnosti 0,01 g.

Navazovaci 1zicka nebo kopistka.

Vortex.

Chlazena centrifuga.

Vodni lazen nebo termoblok (65 °C).

Nizkoobjemovy spektrofotometr (230; 260; 280) nm, NanoDrop2000, Thermo Scientific, USA.
Minicentrifuga.

PCR box.

Termalni cykler, C1000 Touch ™ Thermal Cycler, BIO-RAD, USA.

Elektromagnetické michadlo s ohfevem.

Elektroforetickd vana a zdroj napéti.

Transiluminator.

Fotodokumentacni zatizeni s prislusSnym SW.

Fragmentovy analyzator se SW PROSize 2,0, Fragment Analyzer, Advanced Analytical, USA.
pH metr.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul a sterilni Spicky s filtrem.
Plastové zkumavky (0,2; 0,5; 2; 50; 250) ml.

96jamkov¢ a hlubokojamkové desticky.

Samolepici folie.

Centrifuga pro 96jamkové desticky.

Vyrobnik ledu.

Mrazici box, —20 °C, —80 °C.

Chladnicka.

Horkovzdu$na susarna.

Ptenosna UV lampa.

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

Material se sterilizuje a dekontaminujé bud’ tepelné, tj. v suSarné 1 h pti (115 — 120) °C, nebo
chemicky, napt. dekontamina¢nim roztokem, (0,5 — 1)% chlornanem sodnym, apod. Zvoleny

zpusob zalezi na povaze materialu.
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4.2 Chemikalie

4.2.1 DNeasy® Plant Mini Kit - Kit pro izolaci genomické DNA z rostlinnych bunék
a pletiva (Qiagen)

DNeasy Mini Spin Columns (bezbarvé).

QIAshredder Mini Spin Columns (fialové).

Collection Tubes (2 ml).

Buffer API.

Buffer P3.

Buffer AW1 (koncentrat), pfed prvnim pouzitim se fedi (95 — 100)% etanolem podle ndvodu

vyrobce kitu.

Buffer AW2 (koncentrat), pred prvnim pouzitim se fedi (95 — 100)% etanolem podle ndvodu

vyrobce kitu.

Buffer AE.

RNase A (100 mg/ml).

4.2.2 Type-it Microsatellite PCR Kit (Qiagen)
Type-it Multiplex PCR Master Mix, 2x.

RNase-Free voda.

4.2.3 Amplifika¢ni primery

Referen¢ni gen

IVRI-F: CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC.
IVRI-R: GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GAT C.
SSR markery

bnlg1129 F: GAG AGT ATG CTA CTC GCC GC.
bnlgl1129 R: GAC GAG TTT GGA GTG CCA TT.
phi015 F: GCA ACG TAC CGT ACC TTT CCG A.
phi015 R: ACG CTG CAT TCA ATT ACC GGG AAG.
phiO83 F: CAA ACA TCA GCC AGA GAC AAG GAC.
phi083 R: ATT CAT CGA CGC GTC ACA GTCTACT.
phil02228 F: ATT CCG ACG CAA TCA ACA.
phil02228 R: TTC ATC TCC TCC AGG AGC CTT.
phil09275 F: CGG TTC ATG CTA GCT CTG C.
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phi1109275 R: GTT GTG GCT GTG GTG GTG.
phi233376 F: CCG GCA GTC GAT TAC TCC.
phi233376 R: CGA GAC CAA GAG AAC CCT CA.
umcl061 F: AGC AGG AGT ACC CAT GAA AGT CC.
umcl061 R: TAT CAC AGC ACG AAG CGA TAG ATG.
umcl117 F: AAT TCT AGT CCT GGG TCG GAA CTC.
umcl117 R: CGT GGC CGT GGA GTC TAC TACT.
umcl133 F: ATT CGA TCT AGG GTT TGG GTT CAG.
umc1133 R: GAT GCA GTA GCA TGC TGG ATG TAG.
umc1448 F: ATC CTC TCA TCT TTA GGT CCA CCG.
umc1448 R: CAT ATA CAG TCT CTT CTG GCT GCT CA.
umcl478 F: GAA GCT TCT CCT CTC GCG TCT C.
umc1478 R: CAG TCC CAG ACC CTA GCT CAG TC.
umc1545 F: GAA AAC TGC ATC AAC AAC AAG CTG.
umc1545 R: ATT GGT TGG TTC TTG CTT CCA TTA.

Priprava amplifika¢nich primeru
Primery se rozpusti, fedi a rozdéli do potiebnych mnozstvi nasledujicim zptisobem.
Zasobni roztok o koncentraci 100 uM

Do zkumavky s primerem v podobé prasku na dné se pifidd pracovni roztok TE pufru
v mnozstvi, které uvadi vyrobce. Jemnym pipetovanim se promicha. Tim se ziskd zasobni
roztok, ktery se rozpipetuje po 30 ul do zkumavek o objemu 0,5 ml. Zkumavky s primery

se zamrazi a uchovavaji pii —20 °C.
Pracovni roztok o koncentraci 10 uM

Do jedné zkumavky zasobniho roztoku se ptida devitindsobny objem pracovniho roztoku TE
pufru. Tim se ziska pracovni roztok. Rozd¢€li se po 15 ul a zamrazi se na —20 °C. Do reak¢ni

smési PCR se pfidavaji pracovni roztoky primert.

4.2.4 DNF-900 ds DNAreagent Kit, (35 — 500) bp (Advanced Analytical)
FA dsDNA Gel, 35 bp — 500 bp.

Interkala¢ni barvivo.

5 x koncentrovany dsDNA Inlet Buffer.
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5 x koncentrovany Capillary Conditioning Solution.
35/500 bp marker.

(75 —400) bp DNA Ladder.

Mineralni ole;.

1x fedici TE puft.

Ptiprava dsDNA gelu:

Gel se skladuje pti 4 °C, interkalac¢ni barvivo pti —20 °C. Pted pouzitim se ob¢ reagencie
vytemperuji na laboratorni teplotu. Smichaji se ptislusné objemy gelu a interkala¢niho barviva
v mnozstvi podle poctu analyzovanych vzorkd, viz Tabulka 1. Mirnym poklepem o dlan
se v gelu rozmichd interkalacni barvivo. Pfi michani se dbé na to, aby nedochazelo ke vzniku
bublin. Zkumavka s gelem se umisti do pfistroje.

Tabulka 1. Tabulka znazornujici potfebné mnoZstvi gelu a interkala¢niho barviva
pro uvedeny pocet analyzovanych vzorki (jamek).

Pocet analyzovanych Objem interkalacniho Objem gelu
vzorki barviva (ul) (ml)
12 0,5 10
24 0,75 15
36 1,0 20
48 1,25 25
96 2,25 45

Ptiprava 1 x Inlet buffer

5 x Inlet buffer se skladuje pii 4 °C. Pfed fedénim se vytemperuje na laboratorni teplotu.
Do 50ml konické zkumavky se nalije 10 ml 5 x Inlet buffer a doplni se vodou do objemu 50 ml.
Tiepanim se promicha. Takto pfipraveny roztok se napipetuje v mnozstvi 1 ul do kazdé jamky
fady A hlubokojamkové desticky. Desticka se umisti do pfistroje. Zbyly nafedény roztok
se skladuje pii 4 °C

Ptiprava 1 x Capillary conditional solution

5 x Capillary conditional solution se skladuje pfi laboratorni teploté. Do 50ml kénické
zkumavky se nalije 10 ml 5 x Capillary conditional solution a doplni se vodou do objemu 50 ml.
Trepanim se promicha. Zkumavka s capillary conditional solution se umisti do pfistroje.

Naredény roztok se skladuje pfi laboratorni teploté.
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Ptiprava 35bp/500 bp markeru

35/500 bp marker se skladuje pii —20 °C. Pfed pouzitim se vytemperuje na laboratorni teplotu.
Po rozpusténi se roztok protiepe nebo promichd na vortexu a centrifuguje na minicentrifuze.
Do kazdé jamky fady A 96 - jamkové PCR desticky se napipetuje 30 pl markeru. Desticka
se zcentrifuguje na deskové centrifuze (3000 rpm, 2 min). Kazd4 jamka se piekryje 20 ul
minerdlniho oleje, aby se zajistila moznost opétovného pouziti. Deska se umisti do pfistroje.

Takto ptipravena deska se miize pouzit pro 30 aplikaci.

Ptiprava DNA Ladderu 75-400 bp
DNA Ladder 75-400 bp se skladuje pti —20 °C. Pfed pouzitim se vytemperuje na laboratorni
teplotu. Po rozpuSténi se roztok protfepe nebo promicha na vortexu a zcentrifuguje

na minicentrifuze.

4.2.5 Chemikalie pro pripravu elektroforetického pufru TAE
Disodna siil kyseliny ethylendiamintetraoctové, Na2EDTA.
Trizma base.

Ledova kyselina octova.

Ptiprava TAE pufru:
Priiprava zasobniho roztoku 50 x TAE

1. Ptiprava 0,5 M zéasobniho roztoku EDTA:

186,1 g Na2EDTA se vmicha do (750 — 800) ml (re)destilované vody. Na2EDTA se Uplné
nerozpusti, dokud nebude pH vyssi nez 7,0. pH se upravi na 8,5 pfidanim 1M NaOH. Potom
se doplni (re)destilovanou vodou do objemu 1000 ml. Ptefiltruje se pies husty filtrani papir.

Roztok se skladuje neomezené pti laboratorni teplotg.

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 zéasobniho roztoku EDTA (pH 8,5).
Doplni se (re)destilovanou vodou do celkového objemu 1000 ml. Neautoklavuje se.

Uchovava se v tésné uzaviené lahvi pti laboratorni teplot¢.
Priprava pracovniho roztoku 1 x TAE pro elektroforézu

Odméti se 20 ml zasobniho roztoku 50 x TAE a doplni se (re)destilovanou vodou do objemu

1000 ml.
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Piiprava agarézového gelu

Pouziva se 1% gel pro stanoveni kvality vyizolované DNA (0,5 g agardzy) a 2% gel
pro hodnoceni amplifikacnich fragmentl referen¢niho genu (1 g agardzy). Do Erlenmeyerovy
baiiky se navazi dané mnozstvi praskové agardzy a ptida se 50 ml pracovniho 1 x TAE pufru.
Vaii se pfi teploté (150 — 200) °C na elektromagnetickém michadle (15 — 20) min do doby,
az se vycefii roztok a vymizi vzduchové bubliny. Mezitim se pfipravi nalévaci vanicka a vhodny
hiebinek. Po mirném zchladnuti se ptfidd 7,5 pl pracovniho roztoku ethidiumbromidu
(interkalacni barvivo, které slouzi ke zviditelnéni DNA v gelu) a micha se 1 min. Poté
se michadlo vyjme a agar se nalije do vany s hiebinkem. Asi po (20 — 30) min, v zavislosti
na teplot¢ prostiedi, lze opatrné vyjmout hiebinek a pfenést gel znalévaci vany

do elektroforetické vany s pracovnim roztokem 1 x TAE puftru.

4.2.6 Ostatni

(96 — 100)% etanol.

Voda vhodna pro PCR.

(re)destilovana voda.

Zasobni roztok Tris-EDTA buffer solution 100 x (dale TE pufr). Pracovni roztok 1 x se ziska
ziedénim zasobniho roztoku (re) destilovanou vodou.

Agaroza.

Zasobni roztok ethidium bromidu. Pracovni roztok se ziska zfedénim zasobniho roztoku 10 x
(re) destilovanou vodou.

Elektroforeticky marker pro amplifikaty (napi. GeneRuler™50bp DNA Ladder).

6 x Loading Dye Solution.

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

Capillary storage buffer, Advanced Analytical.

Tekuty dusik.

(0,5 — 1)% roztok chlornanu sodného.

70% etanol.

Dekontaminacni roztok.

Hydroxid sodny, ¢ (NaOH) = 1 mol/l.

Ptiprava: 10 g NaOH se rozpusti ve vodé a doplni na vysledny objem 250 ml v odmérné baiice.
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5 Testovany material

Pro otestovani bylo vybrano dvacet vzorkt kukufice. Od kazdého vzorku byl otestovan Cerstvy

rostlinny material — list a osivo. Vzorky byly rozdéleny do n€kolika skupin, viz Tabulka 2.

Tabulka 2. Seznam vzorki kukufice dodanych pro analyzu SSR marker.

1 RO9050 x RO5056 ; ! : -
na poli potvrzene podobne odrudy

2 R10040 x ROS050
3 .

SR na poli potwrzené podobné odridy
4 SM598
3 Celive srovnani nového osiva pro prodiouZeni registrace a
g Celive standardniho vzorku uloZeného po registraci
7 Gavott srovnani noveého osiva pro prodiouZeni registrace a
g Gavott standardniho vzorku uloZeného po registraci
) CS5M2259 srovnani osiva z (fadu z Belgie a dodaného pro Géely
10 CSM2259 registrace
1 Cejih
12 2169 kontrola vzorce jednoduchého hybrida
13 2629
14 Cewel
15 2232 x 2079
16 2232 kontraola vzorce sloZitého hybrida
17 2079
18 2550
19 SL14078 Jednoduchy hybrid na pozici matky a na pozici otce. Od
20 Sl 14256 této dvojice nevim co oéekavat.

6 Pracovni postup

Homogenizace rostlinného materialu pomoci tekutého dusiku
1. DNA se extrahuje z materidlu ¢erstvého nebo zamrazeného na —80 °C.

Nejdiive se tekutym dusikem vychladi tfeci misky i tloucky tak, ze se tekuty dusik nalije
do misky a postupné se piiléva az do fadného zchlazeni misky, pii kterém jiz nedochazi

k vyraznému odpatrovani dusiku.

K dusiku v misce se pfida tkan a pomoci tloucku se rozmélni na jemny prasek. 100 mg
ziskaného prasku se vychlazenou kopistkou ¢i 1zickou prenese do zkumavky s 500 pl pufru

API1.
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Aby se zamezilo nukleolytickému Stépeni DNA, musi se s rozmélnénym materidlem pracovat
rychle. Nenechdva se roztat, co nejdiive se ptenese do extrakéniho pufru AP1. Po zapoceti lyze
vzorku se s roztokem manipuluje velmi jemné a opatrné, protoze vldkna DNA, ktera
se do roztoku uvoliuji, jsou velmi ndchylnd na mechanické poskozeni. Opatrnym zachazenim

se zajisti co nejlepsi celistvost vyextrahované DNA.
Homogenizace osiva pomoci rotorového rychlomlynku

Cely vzorek osiva se mele v rotorovém rychlomlynku. Doba mleti a rychlost rotace se uzptisobi
mnozstvi vzorku. Je nutné dbat na to, aby se vzorek pfi mleti nezahtal nad 40 °C, aby nedoSlo
ke znehodnoceni DNA. Po ukonceni mleti se veskeré soucasti mlynku omyji vodou
a dekontamina¢nim roztokem. Vzorek se navazuje v mnozstvi 100 mg na 0,01 g do sterilnich

predem oznacenych zkumavek.
Izolace DNA
Vlastni extrakce DNA probihd v n€kolika krocich.

Prvnim krokem extrakce DNA je bunécna lyze. Do kazdé zkumavky se vzorkem a pufrem AP1
se pridaji 4 ul RNazy A. Obsah zkumavek se kratce promiché na vortexu. Inkubuje se 10 min
pii 65 °C ve vodni lazni. Béhem inkubace se vzorky otocenim zkumavky 2 x az 3 x promichaji.
Ziska se bunécny lyzat. Dalsim krokem je vysrazeni zbytkli. K bunéénému lyzatu se prida
130 ul pufru P3, promichd se a inkubuje se 5 min na ledu. Centrifuguje se 5 min
pti 14000 ot/min. Supernatant se pipetuje do QIAshreddes Mini spin kolonek (fialové), které
jsou umistény ve sbérnych 2ml zkumavkach a centrifuguje se 2 min pti 14000 ot/min. Fialova
kolonka slouzi k mechanické filtraci zbytkli bunécénych stén, precipitovanych proteina

a polysacharida.

Nasleduje vazani DNA. Protekla tekutina se pienese do nové 2ml zkumavky a ptida se 750 pl
pufru AW1. Promichd se opakovanym pipetovanim. Napipetuje se 650 ul vzniklé smési
do kolonek DNeasy Mini spin (bezbarvé), umisténych ve sbérnych zkumavkach. Centrifuguje
se pi1 8000 ot/min. Protekla tekutina se vylije. Zopakuje se piedchozi krok se zbytkem smési.
V bilych kolonkadch dochazi k zachyceni precipitované DNA, zatimco zbytkové proteiny
a polysacharidy jsou odstranény dvéma po sob¢ jdoucimi promyvacimi kroky. DNeasy Mini
spin kolonky se pfemisti do novych sbérnych zkumavek a piida se 500 pl pufru AW2.
Centrifuguje se 1 min pti 8000 ot/min. Protekla tekutina se vylije. Znovu se ptida 500 ul pufru
AW?2 a centrifuguje se 2 min pii 14000 ot/min. Poslednim krokem extrakce DNA je jeji eluce.

Dochazi pfi ni k uvolnéni navazené DNA z membrany kolonky. Kolonky DNeasy Mini spin
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se pfemisti do novych zkumavek a piesné na membranu se napipetuje 100 ul pufru AE.
Inkubuje se 5 min pii laboratorni teplot€ a poté se centrifuguje 1 min pti 8000 ot/min. Protekla
tekutina neboli eludt obsahuje ¢istou genomovou DNA. Pro kratkodobé skladovani se uchovava

pfti teploté (2 — 8) °C, pro dlouhodobé pii —20 °C.
Méreni koncentrace a urceni kvality vyizolované DNA

Dulezitym krokem po vyextrahovani DNA je spektrofotometrické stanoveni jeji koncentrace
a Cistoty (tj. dalSich pfimési) a zjisténi jeji kvality — celistvosti pomoci gelové elektroforézy

v 1% agar6zovém gelu.
Spektrofotometrické méreni koncentrace ziskané DNA

Me¢teni pfi vinovych délkach (230, 260 a 280) nm umoziuje vedle stanoveni koncentrace
ziskané DNA i hodnoceni Cistoty vzorku. Nukleové kyseliny absorbuji UV zafeni s maximem
absorbance v oblasti vinové délky okolo 260 nm, zatimco proteiny v oblasti okolo 280 nm.
Stupeni Cistoty nukleovych kyselin se stanovuje z poméru absorbance pii (260 a 280) nm a (260

a 230) nm.

Hodnoty poméru 260/280 se nejcastéji pohybuji v rozmezi (1,7 — 2,0). Hodnota ~ 1,8
se oznacuje jako Cistd DNA. Jestlize je naméfend hodnota pod 1,7, je DNA znecisténa proteiny

nebo polyfenoly. Pokud je naméiena hodnota nad 2,0, je DNA znecisténd RNA.

Hodnoty poméru 260/230 museji byt vyssi nez 1,5. Idedlni hodnoty jsou (2,0 — 2,2). Pokud

je naméfend hodnota niz$i nez 1,5, je ziskand DNA kontaminované polysacharidy a fenoly.
Vlastni méreni

Koncentrace DNA se méfi proti slepému vzorku, kterym je roztok, v némz je DNA rozpusténa
(v naSem pfipad¢ se jednd o elucni roztok AE z kitu DNeasy Mini Kit). Pouziji se 2 pl vzorku.
Kazdy vzorek se méti 2 x. Namétené hodnoty se zpriméruji. Pro néaslednou PCR zpravidla
vyhovuji koncentrace v rozmezi (10 — 20) ng/ul templatové DNA. Pokud je jeji koncentrace
vy$si, je tfeba ji na tuto hodnotu nafedit vodou vhodnou pro PCR podle nize uvedeného vztahu.
Snizenim koncentrace DNA se snizi i koncentrace pfipadnych inhibitort reakce, které mohou

byt ve vzorku piitomny.
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d=xxy)z v=x-d
X pozadované mnozstvi natedéné DNA (pl),

y pozadovana koncentrace DNA (ng/ul),

z zmétend koncentrace DNA (ng/pl),

d mnozstvi nami vyextrahovaného vzorku potfebného pro ptfipravu x pl roztoku
o koncentraci DNA z (ul),

v mnozstvi PCR vody potiebné pro tfedéni vyextrahované DNA na pozadovanou
koncentraci.

Urceni kvality vyextrahované DNA

Pomoci elektroforézy v 1% agardézovém gelu se zjisti kvalita vyextrahované DNA (zda

je celistva nebo degradovand), ptitomnost RNA a proteinti.

Vzorky se smichaji s barvivem 6 % Loading Dye Solution v mnozstvi 1 pl barviva a 5 pl
vyextrahované DNA a spolu s Load Precision Molecular Mass standardem se nanesou do jamek

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

Po dostate¢ném rozdéleni fragmentli se vyjme gel z ldzn¢ a prosviti se na transiluminatoru.

Provede se fotodokumentace. Snimky se popisi a vyhodnoti.
Polymerazova retézova reakce

PCR box se 30 min vysviti UV zéafenim. Pfedméty umisténé v boxu a jeho prostor
se dekontaminuji dekontaminacnim roztokem. Pfipravi se pipety, sterilni Spicky s filtrem,
sterilni zkumavky, odpadni nadoba s vlozenym sackem na pouzity material, stojanky, apod.
Stanovi se pocet reakci (tj. poCet vzorki, beztemplatova kontrola a kontrola prostiedi).
Podle tabulky reakénich smési (Tabulka 1) se vypocitaji celkové objemy vSech soucasti reakce.
Jednotlivé reagencie se uchovavaji v mrazdku, proto se musi piedem rozmrazit,
bud’ pfi laboratorni teploté, nebo v lednici. Rozpusténé obsahy zkumavek se promichaji jejim
prevracenim nebo kratkym a jemnym vortexovanim a zcentrifuguji se na minicentrifuze. PCR
smés se pripravuje na ledu. Celkova reakéni smés se sterilné smichd v potadi, v jakém jsou jeji
slozky uvedeny v tabulce (Tabulka 3). Reakéni smés se opatrné, ale dikladné promicha
(obraceni zkumavky, vortex) a rozdéli se po 20 pl do oznacenych zkumavek. Poté
se do zkumavek ptida 5 ul templatové DNA. Do beztemplatové kontroly a kontroly prostiedi
se misto DNA ptida voda vhodna pro PCR. Pipetuje se v tomto pofadi: beztemplatova kontrola

(Bt), vzorky a kontrola prostfedi (ENV). Zkumavky se peclivé zavickuji, aby se zabranilo
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vyparovani smési béhem reakce. Zkumavka s kontrolou prostiedi se nechd oteviena po celou
dobu pipetovani. Zkumavky se promichaji mirnym poklepem, zcentrifuguji se

na minicentrifuze, vlozi se do termalniho cykleru a zahdji se ptislusna PCR amplifikace.

Tabulka 3. Slozeni reakéni smési.

Slozka 1 reakce (ul)
PCR voda 5,5

Type-it Multiplex PCR Master Mix, 2x 12,5

Primer F 1

Primer R 1

Templat 5

Objem amplifikacniho kitu Type-it je neménny. Objemy templatu, primerti a vody vhodné
pro PCR se mohou ménit za ti¢elem dosazeni optimalniho pritbéhu PCR reakce, pfi¢emz voda

pouze dopliuje reakci na pozadovany objem 25 pl.

Kukufiény referenéni gen neboli Skrobova invertaza

primery: IVRI-F, IVRI-R

Amplifikaéni program Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocate¢ni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 50

Annealing 68 110 35
Extenze 72 120

Zaveérecnd extenze 72 300 1

Délka amplikonu: 225bp.

bnlg1129

primery: bnlgl1 129F, bnlgl1129 R
Amplifikacni program Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 62 60 35
Extenze 72 30
ZavéreCna extenze 68 600 1

Délka amplikoni: v zavislosti na odrudé, ptiblizné v rozmezi 170 bp az 210 bp.
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phi015
primery: phiO15F, phi015R

Amplifikacni program Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30 15
Annealing 66,5 60

Extenze 72 30

ZavéreCna extenze 68 600 1

Délka amplikonii: v zavislosti na odradé, pfiblizné v rozmezi 80 bp az 110 bp.

phi083

primery: phiO83F, phi083R
Amplifikacni program Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocate¢ni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 66,5 60 35
Extenze 72 30
ZavéreCna extenze 68 600 1

Délka amplikonii: v zavislosti na odridé, pfiblizné v rozmezi 120 bp az 140 bp.

phil102228

amplifikacni primery: phi102228F, phi102228R
Amplifika¢ni program Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 66,5 60 35
Extenze 72 30
ZaveéreCnd extenze 68 600 1

Délka amplikont: v zavislosti na odridé, ptiblizné v rozmezi 120 bp az 130 bp.
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phi109275

amplifikacni primery: phi109275F, phi109275R

Amplifikacni program Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocatecni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30

Annealing 68 60 35
Extenze 72 30

ZavéreCna extenze 68 600 1

Délka amplikoni: v zavislosti na odrudé, ptiblizné v rozmezi 120 bp az 150 bp.

phi233376

amplifikaéni primery: phi233376F, phi23376R
Amplifikacni program Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocatecni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 68 60 35
Extenze 72 30
ZavéreCna extenze 68 600 1

Délka amplikoni: v zavislosti na odrudé, ptiblizné v rozmezi 130 bp az 165 bp.

umcl061

amplifikaéni primery: umc1061F, umc1061R
Amplifikaéni program Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 62 60 35
Extenze 72 30
Zavére¢na extenze 68 600 1

Délka amplikonii: v zdvislosti na odridé, pfiblizn€ v rozmezi 90 bp az 120 bp.
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umcl117

amplifikacni primery: umc1117F, umcl1117R

Amplifikacni program Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocatecni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30

Annealing 66,5 60 35
Extenze 72 30

ZavéreCna extenze 68 600 1

Délka amplikoni: v zavislosti na odrudé, ptiblizné v rozmezi 140 bp az 170 bp.

umcl133

amplifikaéni primery: umc1133F, umc1133R
Amplifika¢ni program Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 66,5 60 35
Extenze 72 30
ZaveéreCnd extenze 68 600 1

Délka amplikont: v zavislosti na odridé, ptiblizné v rozmezi 90 bp az140 bp.

umc1448

amplifikaéni primery: umc1448F, umc1448
Amplifikacni program Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocatecni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 66,5 60 35
Extenze 72 30
ZaveéreCnd extenze 68 600 1

Délka amplikoni: v zavislosti na odrudé, ptiblizné v rozmezi 160 bp az 185 bp.
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umcl478

amplifikacni primery: umc1478F, umc1478R

Amplifikacni program Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocatecni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30

Annealing 68 60 35
Extenze 72 30

ZavéreCna extenze 68 600 1

Délka amplikoni: v zavislosti na odrudé, ptiblizné v rozmezi 130 bp az 150 bp.

umc1545

amplifikaéni primery: umc1545F, umc1545R
Amplifika¢ni program Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 66,5 60 35
Extenze 72 30
ZaveéreCnd extenze 68 600 1

Délka amplikont: v zavislosti na odridé, ptiblizn€ v rozmezi 60 bp az 85 bp.

Detekce DNA fragmenti

Elektroforéza amplifika¢nich fragmentt referenéniho genu v 2% agarézovém gelu

Objem vzorku nanaSeného do jamky zavisi na typu hfebinku. Promysli se rozvrzeni vzorka
a markeri. Vzorky pfed nanesenim do jamek se barvi roztokem 6 x Loading Dye Solution.
Po naneseni vzorkli amplifikatt a markert se spusti chod elektroforézy (80 — 100) V, (60 —
75) min. Po dostatecném rozdéleni fragmentd se vyjme gel zlazné a prosviti se

na transiluminatoru. Provede se fotodokumentace. Snimky se popisi a vyhodnoti.

Kapilarni elektroforéza

Do kazdé z jamek 1 az 11 v 96jamkové desticce, kterd bude obsahovat vzorek, se napipetuje
1 x tedici TE pufr a vzorek. Idedlni objem je 23 ul 1 x fediciho pufru a 3 pl vzorku. Tyto

objemy lze ménit podle potieby s tim, Ze celkovy objem v jamce musi byt minimalné 24 pl.

Do 12. jamky se napipetuje 24 ul DNA Ladderu. Smés v jamkach se promicha opakovanym

nasavanim pipetou nebo vortexem. Po promichdni se deska piekryje samolepici folii
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a centrifuguje 2 min pii 3000 rpm. Pokud se nespusti elektroforéza ihned po napipetovani
vzorkd, ptekryje se kazda jamka 20 pl minerdlniho oleje, aby se zabranilo vypatrovani vzorku.
Takto pfipravend deska se umisti do fragmentového analyzatoru a spusti se elektroforéza.
Po ukonceni kapilarni elektroforézy se vyhodnoti ziskana data pomoci vyhodnocovaciho

software pfistroje.

7 Vysledky a diskuse

Pii této se vychdzelo zliterarnich reSers$i, doporuceni ISTA a zdosavadnich znalosti
a zkuSenosti. U vSech vzorkd, tj. jak osiva, tak i listl, byl otestovan zplisob homogenizace,
extrakce DNA a optimalizace podminek pro amplifikaci niZze uvedenych dvanécti SSR markert

(Tabulka 4), které byly zvoleny z doporuceni ISTA.

Tabulka 4. 12 SSR markeri podle doporuceni ISTA.

SSR marker Opakovany Rozmezi bp Pozorovany
motiv pocet alel
1 bnlg1129 (AG)12 170 -210 5
2 phiO15 AAAC 80 — 140 6
3 phi083 (AGCT)2 120 — 140 5
4 phil102228 AAGC 120 -130 3
5 phil09275 AGCT 120 - 150 5
6 phi233376 CCG 130 - 165 6
7 umc1061 (TCG)s 90 -120 4
8 umcl117 (TCGCA)4 130-170 3
9 umc1133 ATAC 90 — 140 3
10 umc1448 (GCT)s 150 — 185 5
11 umc1478 (GGAG)4 130 - 150 4
12 umc1545 (AAGA)4 60 - 90 4

Homogenizace vzorki
Listy byly zamrazeny na —80 °C. Homogenizace prob&hla pomoci tekutého dusiku a tieci misky

s tlouckem. Vyhodou homogenizace v tekutém dusiku je, Ze se listy mohou zamrazit na —80 °C
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na delSi dobu a mohou se postupné zpracovavat, kdezto Cerstvy rostlinny material by se musel

zpracovat v co nejkratsi dobé.

Osivo bylo pomleto na rotorovém rychlomlynku Pulverisette 14. Bylo otestovano minimalni
potifebné mnozstvi pro jednorazové mleti osiva, a to konkrétné (2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45 a 50) g a nastaveni otacek/min v rozsahu (15000 — 19000). Pro dalsi praci a soucasné

1 velikost dodaného vzorku bylo zvoleno mnozstvi 5 g a 17000 otacek/min.

Extrakce DNA

Pro extrakci DNA byl zvolen komercné dodavany kit DNeasy Plant Mini Kit od firmy Qiagen,
se kterym ma laboratoi dobré zkuSenosti. Extrakce DNA pomoci tohoto kitu neni ¢asové
naro¢na. Soucasti kitu jsou dva typy kolonek. Fialova (QIAshredder colum) kolonka umoznuje
mechanickou filtraci zbytkii bunécnych stén, precipitovanych proteinii a polysacharidi.
Membrana bezbarvé kolonky (DNeasy column) adsorbuje DNA a opakovanymi promyvacimi
kroky umozinuje odstranéni sacharidii, polyfenolti a ostatnich rostlinnych metabolitl. Kazdy

vzorek byl vyextrahovéan ve dvou paralelnich stanovenich.

Z hodnot pomérti absorbanci 260/280 a 260/230 uvedenych v Tabulce 2 vyplyva, ze tato

extrak¢ni metoda je vhodna pro extrakci DNA kukufice jak z osiva, tak 1 z lista.

Koncentrace a ¢istota DNA

Po vyextrahovani DNA byla urcena jeji koncentrace a Cistota na nizkoobjemovém
spektrofotometru. Kazdy vzorek byl zméten dvakrat a namétené hodnoty byly zprimérovany.
Koncentrace DNA byla vy$§i u osiva neZ u listii. Cistota DNA z osiva se piili§ neligila od &istoty
DNA z listd. Pro naslednou amplifikaci by se méla pouzit stejna koncentrace DNA u kazdého
vzorku, a to 10 ng/ul. VSechny vzorky se natfedily na pozadovanou hodnotou vodou vhodnou
pro PCR. Nafedénim vzorkti doslo i ke sniZeni inhibi¢niho u¢inku kontaminujicich latek.

Naredénd DNA vsech vzorkl byla amplifikovatelna.

Kvalita DNA
Kvalita DNA byla ur¢ena elektroforézou na 1% agarézovém gelu. U vétSiny vzorkl se ziskala

vysokomolekularni DNA. V nékterych piipadech vzorkt listi se ziskala DNA horsi kvality,

Polymerazova retézova reakce

Otestovani amplifikovatelnosti DNA

Pro otestovani amplifikovatelnosti vyextrahované DNA byl zvolen tzv. referen¢ni kukuficny

gen - Skrobové invertaza. Jedna se o produkt PCR o velikosti 225 bp.

34



Vyextrahovana DNA vSech vzorka byla amplifikovatelna. Produkt PCR reakce byl detekovan

elektroforézou na 2% agarézovém gelu.

Amplifikace SSR markert

Pted zahajenim vlastnich analyz bylo nutné optimalizovat podminky PCR pro jednotlivé
markery. Cilem optimalizace bylo nastaveni parametrt reakce tak, aby méla specificky priibéh,
tj. aby vznikaly detekovatelné produkty specifické¢ velikosti a minimalizoval se vyskyt
nespecifickych produktl a artefaktli, napt. stochasticky efekt, alelicky drop out, nulova alela,
stutter piky. Stochasticky efekt je zplisoben malym mnoZstvim templatové DNA ve vzorku.
Muze dojit k nevyvazené amplifikaci nasledované nenasednutim primeru na pfisluSnou
sekvenci. Alelicky drop out nastdva vypadkem alely v pritbéhu amplifikace. Diivodem je mala
koncentrace templatové DNA. Jedna alela neni amplifikovana, a to vede k faleSnému urceni
homozygota, i kdyz se jedna o heterozygotni genotyp. Nulovymi alelami jsou oznacovany
alely, které jsou ve vzorku pfitomny, ale nejsou amplifikovany. Pfi¢inou je mutace v sekvenci
pro primer, kterd ma za nasledek nenasednuti primeru a nezamplifikovani dané alely. Stutter
piky se hojné vyskytuji u dinukletidovych repetici. K jejich vzniku dochédzi prokluzem
polymerazy v pribéhu elongace DNA. V elektroforetickém zdznamu jsou vidét jako mensi piky

pred zna¢enymi alelami. Stuttery mohou komplikovat vyhodnocovani vysledkd.

Z vyse uvedenych informaci vyplyva, ze vysledné produkty PCR amplifikace jsou nejvice

ovlivnény kvalitou, Cistotou a mnozstvim DNA.

Optimalizace zahrnovala otestovani koncentrace primert F, R a DNA templatu, teplot
denaturace, annealingu a extenze, jejich dobu trvani a pocet cykld. Vybrany byly vzorky 11, 12
a 13. Vzorek €. 11 je jednoduchy hybrid vznikly kiizenim matetské linie - vz. €. 12 a otcovské

linie - vz. &. 13.

Pro kazdy marker byla na celkovy objem reakce 25 pl reakce vyzkouSena koncentrace (0,2;
0,3; a 0,4) uM kazdého z primeri F a R a 50 a 100 ng templatové DNA ziskané z osiva.
Amplifika¢ni program vychazel z manualu ke kitu Type-it®Microsatellite PCR. Teplota 95 °C
a ¢as 5 min pocate¢ni denaturace ziistaly podle doporuc¢eni manudlu kitu (tato teplota a doba
krom uplné denturace DNA také aktivuje HotStar Taq polymerazu), pro cyklicky se opakujici
denaturaci se ponechala teplota 95 °C a otestovala se doba trvani 30 s a 35 s. Pro teplotu
annealingu (pfisedani primerti) kazdého markeru byl vyuzit teplotni gradient termocykleru
v rozmezi teplot (53 — 68) °C a otestovana doba trvani annealingu 60 s a 75 s. Teplota extenze

byla vyzkousena v rozmezi (68 — 72) °C a dob¢ trvani 30 s a 35 s. Pro kazdy marker bylo
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vyzkouseno (30, 35, 38) cykli. Pro zavérecnou extenzi byly otestovany teploty 68 °C a 72 °C,

doba trvani 10 min a 15 min. Vysledky optimalizace jsou uloZeny v PC autorky zpravy.

Po optimalizaci byly pro amplifikaci SSR markerti zvoleny podminky uvedené v odstavci
6 Pracovni postup. Jak je vidét na obrazcich elektroforeogramii, ani pomoci rozsahlé
optimalizace se nepodafilo odstranit v§echny nespecifické produkty PCR reakce. V nékterych

pripadech se je podaftilo alespont minimalizovat.

Separace produkti amplifikace byla provedena pomoci kapilarni elektroforézy
na fragmentovém analyzatoru. Vyrobce uvadi separacni rozliSeni fragmentového analyzatoru
(5 — 10) bp a spravnost DNA sizingu £5 %. Z déale uvedenych vysledk je patrné, ze pokud
probiha PCR za optimdlnich podminek a s DNA o dostatecné koncentraci a kvalité,

1ze dosahnout i separacniho rozliseni (2 — 3) bp.

Detekovatelnost amplikoni DNA je zavisla na kvalité gelu a provedeni kapilarni elektroforézy.
Béhem kapilarni elektroforézy muize dojit ke vzniku artefakti, které ovlivni nasledné
vyhodnoceni ziskanych dat. Mezi tyto artefakty patii Sum pozadi, pull-up piky nebo spike piky.
K Sumu pozadi dochazi u starsich kapilar, starSiho gelu, pfitomnosti necistot v piistroji nebo
zménami napéti v pribéhu elektroforézy. Pull-up piky jsou malé piky, které se vyskytuji ptimo
pod velkymi piky. Jejich vznik zlisobuje Spatna fluorescenéni barva nebo silny signal velkych
piki, ktery vynese barvu pikit malych. Spike piky jsou artefakty zptisobené nartistem proudu
v kapilére.

Ziskana data byla vyhodnocena pomoci software PROSize 2,0.

Dvanact vyse uvedenych markert bylo otestovano u dvaceti vzorkt kukufice.

Amplifikace kazdého vzorku a markeru byla provedena ve dvou paralelnich stanovenich A a B.
Paralela A obsahovala DNA ziskanou z osiva a paralela B DNA ziskanou z listu. Vzhledem
k tomu, ze pro odriidy kukufice neni dostupnad databdze SSR markert, nebylo mozné nami
ziskané vysledky porovnat. Z odborné literatury (viz bod 6 Literatura 9. - 15.) se ziskala pouze
piiblizna rozmezi velikosti jednotlivych markerti. Tato rozmezi jsou uvedena ve sloupci
predpokladané rozmezi velikosti v tabulkdch 5 az 15. JelikoZ se testovaly ceské odridy

a informace jsou pouze z literatury zahrani¢ni, jsou uvedena rozmezi pouze orientacni.

Vysledky amplifikaci SSR markert u jednotlivych vzorki jsou uvedeny v tabulkéach 5 az 15.
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1. R09050xR05056 (vzorek ¢. 1)

Ziskané vysledky amplifikace jednotlivych SSR byly porovnany s hodnotami uvedenymi
v odborné literatute, viz sloupec predpokladané rozmezi velikosti. U vétSiny marker byly
amplifikaci ziskdny produkty odpovidajici rozmezi velikosti bp uvedenych v Tabulce 5.
V néekterych pripadech se velikosti ndmi ziskanych produkti o 2 bp az 7 bp 1isi. Malé odchylky
mohou byt zplisobeny pouzitim jiné metody, nez byla pouzita v dostupné odborné literatute,
nebo Ceské odridy nemuseji odpovidat uvedenému rozmezi. U markeru bnlgl129 se vedle
produktu o velikosti 194 bp, ktery odpovida predpokladanému rozmezi velikosti, vyskytuje
jeste druhy produkt o velikosti 217 bp. U tohoto produktu je rozdil proti pfedpoklddanému
rozmezi velikosti o 7 bp vétsi. Pti porovnani vysky (hodnoty RFU) obou piki bylo vidét, Ze pik
s velikosti 217 bp je mnohondsobné¢ mensi nez pik o velikosti 194 bp. Miize se jednat
o nespecificky produkt, ktery nesouvisi s markerem bnlgl129. Marker umc1545 se u vzorku

¢. 1 nevyskytuje.
SSR markery osiva i listi se shoduji v rdmci spravnost DNA sizingu pfistroje.

Na né¢kterych elektroforeogramech jsou vedle ocekavanych produkti vidét i nespecifické

produkty, které se pomoci optimalizace nepodafilo odstranit nebo minimalizovat.

Tabulka 5. Vysledky amplifikaci SSR markeri vzorku ¢. 1 - R09050xR05056 ziskané
analyzou produkti PCR na fragmentovém analyzatoru.

Predpokladané rozmezi velikosti 1A 1B

SSR marker
bp bp bp

bnlg1129 170 -210 194,217 194,217
phi015 80 — 140 98,106 97,105
phi083 120 — 140 129,132,141 129,132,141
phil02228 120 -130 125 125
phil09275 120 - 150 130,133,136 130,132,136
phi233376 130 - 165 137,139 137,139
umcl061 90 -120 99,102,104 99,102,104
umcl117 130-170 128,131,140 127,131,141
umc1133 90 — 140 90 89
umc1448 150 - 185 151,155,164 151,155,163
umcl478 130 - 150 134,144 134,144
umcl545 60 -90 - -
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2. R10040 x R09050 (vzorek ¢. 2)

Ziskané vysledky amplifikace jednotlivych SSR byly porovnany s hodnotami uvedenymi
v odborné literatuie (viz sloupec ptfedpokladané rozmezi velikosti). U vétSiny markerd byly
amplifikaci ziskdny produkty odpovidajici rozmezi velikosti bp uvedenych v Tabulce 6.
V nékterych ptipadech se velikosti nami ziskanych produkt o 1bp az 7 bp lisi. Malé odchylky
mohou byt zplsobeny pouzitim jiné metody, nez byly pouzity v dostupné odborné literatute,
nebo Ceské odridy nemuseji odpovidat uvedenému rozmezi. U markeru bnlgl129 se vedle
produktu o velikosti 194 bp, ktery odpovida predpokladanému rozmezi velikosti, vyskytuje
jeste druhy produkt o velikosti 217 bp stejn€ jako u vzorku €. 1. U tohoto produktu je rozdil
proti predpokladanému rozmezi velikosti o 7 bp vétsi. Pii porovnani vySky (hodnoty RFU)
obou pikil bylo vidét, Ze pik s velikosti 217 bp je mnohonasobné mensi nez pik o velikosti
194 bp. Muze se jednat o nespecificky produkt, ktery nesouvisi s markerem bnlg1129. Marker

umc1545 se u vzorku €. 2 nevyskytuje.
SSR markery osiva i listi se shoduji v rdmci spravnost DNA sizingu pfistroje.

Na né¢kterych elektroforeogramech jsou vedle ocekavanych produkti vidét i nespecifické

produkty, které se pomoci optimalizace nepodafilo odstranit nebo minimalizovat.

Tabulka 6. Vysledky amplifikaci SSR markeri vzorku ¢. 2 - R10040 x R09050 ziskané
analyzou produkti PCR na fragmentovém analyzatoru.

SSR Piedpokladané rozmezi velikosti 2A 2B

marker bp bp bp
bnlg1129 170 -210 194,217 194,217
phi015 80— 140 98,105 98,105
phi083 120 — 140 129,132,141 129,132,141
phil02228 120 -130 125 125
phil09275 120 - 150 130,132,136 130,132,136
phi233376 130 —-165 137,139 137,139
umc1061 90—-120 98,101,104 99,102,104
umcl117 130-170 129,131,142 128,131,141
umc1133 90 — 140 89 89
umc1448 150 — 185 149,154,163 149,154,162
umcl478 130 - 150 133,143 133,143
umcl1545 60 —-90 - -
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U vzorkl ¢. 1 a 2 se jednalo o na poli potvrzené podobné odridy. Z porovnani vysledka
uvedenych v tabulkach 5 a 6 je patrné, Ze se tyto odriidy v jednotlivych SSR markerech shoduji,

a tudiz se jedna o odrldy stejné nebo velice blizce si podobné.

3. SM599 (vzorek ¢. 3)

Ziskané vysledky amplifikace jednotlivych SSR byly porovnany s hodnotami uvedenymi
v odborné literatufe (viz sloupec ptredpokladané rozmezi velikosti). U vétSiny markerd byly
amplifikaci ziskdny produkty odpovidajici rozmezi velikosti bp uvedenych v Tabulce 7.
V nékterych pripadech se velikosti nami ziskanych produkti o 1 bp az 3 bp 1isi. Malé odchylky
mohou byt zplisobeny pouzitim jiné metody, nez byly pouzity v dostupné odborné literature,
nebo Ceské odridy nemuseji odpovidat uvedenému rozmezi. SSR markery osiva i listh

se shoduji v rdmci spravnost DNA sizingu pfistroje.

Na néekterych elektroforeogramech jsou vedle ocekévanych produktd vidét i nespecifické

produkty, které se pomoci optimalizace nepodafilo odstranit nebo minimalizovat.

Tabulka 7. Vysledky amplifikaci SSR markeri vzorku ¢. 3 - SM599 ziskané analyzou
produkti PCR na fragmentovém analyzatoru.

SSR marker Predpokladané rozmezi velikosti 3A 3B
bp bp bp
bnlg1129 170 -210 183,205 183, 205
phi015 80— 140 97,105 97,105
phi083 120 - 140 126,138 126,138
phil02228 120 -130 117 117
phil09275 120 - 150 130,132,136 130,132,136
phi233376 130 -165 138,140 137,140
umcl061 90-120 99,102,104 99,102,104
umcl117 130-170 129,132,142 129,132,142
umc1133 90 — 140 97,101 97,101
umc1448 150 -185 151,154,163 151,155,164
umcl478 130 - 150 133,143 134,144
umcl545 60 - 90 73,83 73,83
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4. SM598 (vzorek ¢. 4)

Ziskané vysledky amplifikace jednotlivych SSR byly porovnany s hodnotami uvedenymi
v odborné literatuie (viz sloupec ptfedpokladané rozmezi velikosti). U vétSiny markerd byly
amplifikaci ziskdny produkty odpovidajici rozmezi velikosti bp uvedenych v Tabulce 8.
V nékterych piipadech se velikosti ndmi ziskanych produkti o 1 bp az 3 bp lisi. Malé odchylky
mohou byt zplsobeny pouzitim jiné metody, nez byly pouzity v dostupné odborné literatute,
nebo Ceské odridy nemuseji odpovidat uvedenému rozmezi. SSR markery osiva i listl

se shoduji v ramci spravnost DNA sizingu piistroje.

Na nékterych elektroforeogramech jsou vedle ocekavanych produkti vidét i nespecifické

produkty, které se pomoci optimalizace nepodafilo odstranit nebo minimalizovat.

Tabulka 8. Vysledky amplifikaci SSR markeri vzorku ¢. 4 - SM598 ziskané analyzou
produkti PCR na fragmentovém analyzatoru.

SSR Predpokladané rozmezi velikosti 4A 4B

marker bp bp bp
bnlg1129 170 -210 183,205 183,205
phi015 80— 140 97,105 97,105
phi083 120 — 140 124, 136 124,135
phil02228 120 -130 117 117
phil09275 120 - 150 130,133,136 130,133,136
phi233376 130165 137,140 138,140
umc1061 90 -120 99,102,104 99,102,105
umcl1117 130-170 128,130,141 128,131,140
umcl133 90 - 140 98,102 97,102
umc1448 150 — 185 149,153,162 149,153,163
umc1478 130 - 150 134,144 134,144
umcl545 60 - 90 73,83 73,83

U vzorkll ¢. 3 a 4 se jednalo o na poli potvrzené podobné odridy. Z porovnani vysledki
uvedenych v tabulkach 7 a 8 je patrné, Ze se tyto odrudy v jednotlivych SSR markrech shoduji,

a tudiz se jednd o odrady stejné nebo velice blizce si podobné.

5. Celive (vzorky ¢. 5 a 6)
Ziskané vysledky amplifikace jednotlivych SSR byly porovnany s hodnotami uvedenymi

v odborné literatuie (viz sloupec predpokladané rozmezi velikosti). U vétSiny markert byly
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amplifikaci ziskany produkty odpovidajici rozmezi velikosti bp uvedenych v Tabulce 9.
V nékterych ptipadech se velikosti nami ziskanych produktti o 1 bp az 14 bp 1i8i. U markeru
bnlg1129 se vedle produktt o velikosti 177 bp a 193 bp, které odpovidaji pfedpokladanému
rozmezi velikosti, vyskytuje jesté tieti produkt o velikosti 224 bp. U tohoto produktu je rozdil
proti predpokladanému rozmezi velikosti o 14 bp vétsi. Pii porovnani vysky (hodnoty RFU)
vSech pikl bylo vidét, Ze pik s velikosti 224 bp dosahuje zhruba poloviny vysky piku o velikosti
177 bp a blizi se piku o velikosti 193 bp. Vzhledem k jeho hodnoté RFU se nepfedpoklada,
ze se jednd o nespecificky produkt PCR reakce. U markeru umc1448 se u obou vzorka
vyskytuji dalsi produkty mimo pfedpoklddané rozmezi, a to v rozmezi velikosti (211 —251) bp.
Vysky téchto pikl (hodnoty RFU) jsou vic neZ o polovinu hodnoty RFU mensi nez produkty
hlavni o velikosti (151 — 154) bp. Mtize se jednat o nespecifické produkty, které¢ nebylo mozné

pomoci optimalizace PCR reakce odstranit.

U markeru umc1478 se u obou vzorkl vyskytuji také produkty mimo predpokladané rozmezi,
a to rozmezi velikosti (180 — 192) bp. Pii1 porovnani vysky pika bylo vidét, Zze u vzorku €. 5
jsou velikosti téchto pikt vic¢i pikim odpovidajicim predpokladanému rozmezi zhruba
polovic¢ni, ale u vzorku €. 6, jsou vysky vSech pikli t¢éméf srovnatelné. V ptipad¢ tohoto markeru
nelze jednoznaéné fict, Ze se jedna o nespecifické produkty. Vyse uvedené produkty jsou u SSR
bnlg1129, umc1448 a umc1478 jsou sice mimo piedpokladané rozmezi velikosti, ale i tak
produkty odpovidaji hodnotdm opakujiciho se motivu SSR, a to AG u bnlgl129, GCT
uumcl1448 a GGAG u umc1478. Nékteré mirné odchylky mohou byt zptsobeny pouzitim jiné
metody, nez byly pouzity v dostupné odborné literatuie, nebo ¢eské odriidy nemuseji odpovidat
uvedenému rozmezi. SSR markery osiva i listi se shoduji v rdmci spravnost DNA sizingu
pristroje.

Na nékterych elektroforeogramech jsou vedle ocekavanych produkti vidét i nespecifické
produkty, které se pomoci optimalizace nepodafilo odstranit nebo minimalizovat. U vzorkt €. 5
a 6 se jednalo o srovnani nového osiva pro prodlouzeni registrace a standardniho vzorku
uloZzené¢ho po registraci. Z porovnani vysledki uvedenych v tabulce 9 je patrné, Zze se tyto

odriidy ve vSech SSR markerech shoduji. Jedna se o stejné odridy.
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Tabulka 9. Vysledky amplifikaci SSR markerii vzorkii €. 5 a 6 - Celive ziskané analyzou
produkti PCR na fragmentovém analyzatoru.

predpokladané
SSR rozmezi velikosti SA SB 6A 6B
marker bp bp bp bp bp
bnlg1129 170 -210 177,193,224 177,193,224 176,193,223 177,193,224
phi015 80— 140 97,105 97,105 97,105 97,105
phi083 120 - 140 125,128,137 125,128,137 126,129,137 126,129,137
phi102228 120 - 130 125 125 125 125
phi109275 120 — 150 125,130,135,147 | 125,130,135,148 | 126,132,140,151 | 126,132,140,152
phi233376 130 — 165 137,140 137,140 137,140 137,140
umcl061 90-120 98,102,105 99,102,104 99,102,104 99,102,104
umcl117 130-170 127,130,140 128,131,141 128,131,141 128,131,141
umcl133 90 — 140 90 90 89 89
umc1448 150 — 185 151,155,161,164, | 151,155,161,164, | 152,155,160,164, | 152,156,161,164,
173, 173, 174, 174,
214,227,238,250 | 215,228,239,251 211,223,236,247 | 212,223,236,248
umcl478 130 - 150 135,141,145,152, | 136,142,146,152, | 137,143,146,153, | 136,142,146,152,
182,191 182,191 180,189 182,192
umec1545 60 - 90 77,86 77,86 77, 86 77, 86

6. Gavott (vzorky ¢. 7 a 8)

Ziskané vysledky amplifikace jednotlivych SSR byly porovnany s hodnotami uvedenymi
v odborné literatuie (viz sloupec predpokladané rozmezi velikosti). U vétSiny markert byly
amplifikaci ziskany produkty odpovidajici rozmezi velikosti bp uvedenych v Tabulce 10.
V nékterych ptipadech se velikosti ndmi ziskanych produkti o 1bp az 3 bp li§i. U markert
bnlg1129 a umc1448 se u obou vzorki vyskytuji dalsi produkty mimo piedpokladané rozmezi,
a to produkty o velikosti 243 bp a 276 bp pro bnlg1 129 a produkty o rozmezi velikosti (215 —
252) bp pro umc1448. Odchylky mohou byt zpiisobeny pouZitim jiné metody, nez byly pouZity
v dostupné odborné literatute, nebo Ceské odriidy nemuseji odpovidat uvedenému rozmezi.
U SSR markeru bnlg1129 jsou produkty 243 bp a 276 bp vic nez o polovinu hodnoty RFU
mensi nez produkty hlavni o velikosti (184 - 207) bp. Muze se jednat o nespecifické produkty,

které nebylo mozné pomoci optimalizace PCR reakce odstranit.

SSR markery osiva i listl se shoduji v rdmci spravnost DNA sizingu pfistroje.
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Na né¢kterych elektroforeogramech jsou vedle ocekavanych produkti vidét i nespecifické

produkty, které se pomoci optimalizace nepodafilo odstranit nebo minimalizovat.

U vzorki €. 7 a 8 se jednalo o srovnani nového osiva pro prodlouZeni registrace a standardniho

vzorku ulozeného po registraci. Z porovnani vysledki uvedenych v tabulce 10 je patrné, ze

se tyto odridy ve vSech SSR markrech shoduji. Jedna se o stejné odrtdy.

Tabulka 10. Vysledky amplifikaci SSR markeru vzorki €. 7 a 8 - Gavott ziskané
analyzou produkti PCR na fragmentovém analyzatoru.

piedpokladané
SSR rozmezi velikosti A B 8A 8B
marker bp bp bp bp bp
bnlg1129 170 - 210 184,193,207,243, | 185,194,207,243, 185,194,207,243, 185,194,207,243,
276 276 276 276
phi015 80— 140 98,106,114,132 98,106,114,132 98, 106,115,131 98,106,114,132
phi083 120 — 140 130, 142 130,141 131,142 131,142
phi102228 120 - 130 117,124 118,126 117,124 118,126
phil109275 120 - 150 130,133,136 130,133,136 130,133,136 130,133,136
phi233376 130 - 165 146,149 147,149 146,149 146,149
umcl061 90 - 120 102,105,107 102,105,107 102,104,107 103,105,107
umcl117 130-170 127,131,140 127,130,140 128,131,140 127,130,140
umcl133 90 — 140 90,101,124 90,101,124 89,101,124 89,101,124
umcl448 150 - 185 151,161,164,173 152,161,165,174 152,161,164,173 152,161,164,174,
215,228,239,252 216,229,239,252 215,227,239,251 215,227,238,251
umcl478 130 - 150 134,144 134,144 134,144 134,144
umcl545 60 - 90 67,77 67,77 67,77 67,77

7. CSM2259 (vzorky ¢. 9 a 10)

Ziskané vysledky amplifikace jednotlivych SSR byly porovnany s hodnotami uvedenymi
v odborné literatuie (viz sloupec ptedpokladané rozmezi velikosti). U vétSiny markerd byly
amplifikaci ziskdny produkty odpovidajici rozmezi velikosti bp uvedenych v Tabulce 11.
V nékterych piipadech se velikosti nami ziskanych produktti o 1 bp az 3 bp 1i8i. U markert
bnlgl129, umc 1117, umc1448 a umc1478 se u obou vzorkd vyskytuji dalsi produkty mimo
predpokladané rozmezi, a to produkty o rozmezi velikosti (232 —260) bp pro bnlg1129, (177 —
187) bp pro umc1117, (214 — 234) bp pro umc1448 a (159 — 173) pro umc1478. Odchylky
mohou byt zplsobeny pouzitim jiné metody, nez byly pouzity v dostupné odborné literatute,
nebo ¢eské odrudy nemuseji odpovidat uvedenému rozmezi. U vSech ¢tyt vySe uvedenych SSR

markerd jsou produkty mimo rozmezi velikosti bp o polovinu mensi nez produkt v rozmezi bp.
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MuizZe se jednat o nespecifické produkty, které nebylo mozné pomoci optimalizace PCR reakce

odstranit.

SSR markery osiva i listl se shoduji v rdmci spravnost DNA sizingu pfistroje.

Na nékterych elektroforeogramech jsou vedle ocekavanych produkti vidét i nespecifické

produkty, které se pomoci optimalizace nepodafilo odstranit nebo minimalizovat.

U vzorki €. 9 a 10 se jednalo o osiva z tifadu z Belgie dodaného pro ucely registrace.

Z porovnani vysledkd uvedenych v tabulce 11 je patrné, Ze se tyto odrudy ve vSech SSR

markrech shoduji. Jedna se o stejné odridy.

Tabulka 11. Vysledky amplifikaci SSR markeri vzorkii €. 9 a 10 - CSM2259 ziskané
analyzou produkti PCR na fragmentovém analyzatoru.

predpokladané
SSR rozmezi velikosti 9A 9B 10A 108
marker bp bp bp bp bp
bnlg1129 170 - 210 185,195,207,233, 186,196,208,235, 185,195,207,232, 185,195,206,232,
259 259 260 260
phi015 80— 140 98,106 98,106 98,106 98,106
phi083 120 - 140 130,133,141 130,133,141 130,133,141 130,133,141
phi102228 120 -130 117,121 118,122 117,120 118,122
phil09275 120 - 150 124,127,131 124,127,131 124,127,131 125,127,131
phi233376 130 -165 137,140,154,157 137,140,154,159 138,140,155,157 138,140,154,157
umcl061 90 - 120 103,105,107 103,105,107 103,105,107 103,105,107
umcl117 130-170 133,137,140,144 134,137,140,1 | 133,137,139,144 133,136,139,144
148,170,177,181 45 148,170,177,180 148,170,176,180
187 148,171,177,1 | 187 186
81
187
umcl1133 90 — 140 90,102,123 89,101,122 90,102,123 90,101,122
umc1448 150 - 185 152,156,164,178, 153,156,165,178, 152,156,165,178, 152,155,164,178,
214,221,226,234 214,221,226,224 214,221,226,233 214,221,225,233
umcl478 130 -150 138,143,146,148, 138,143,145,148, 138,143146,148, 139,144,147,149,
154,160,172 154,159,171 151,160,172 155,161,173
umcl545 60 -90 67,74,77 67,74,77 67,74,77 67,74,77

8. Cejih (vzorek €. 11), 2169 (vzorek €. 12) a 2629 (vzorek €. 13)

Ziskané vysledky amplifikace jednotlivych SSR byly porovnany s hodnotami uvedenymi

v odborné literatuie (viz sloupec predpokladané bp uvedenych v Tabulce 12). V nekterych

pripadech se velikosti nami ziskanych produkti o 2 bp az 6 bp lisi. Odchylky mohou byt

zpisobeny pouzitim jiné metody, nez byly pouzity v dostupné odborné literatuie, nebo ceské
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odridy nemuseji odpovidat uvedenému rozmezi. U vzorki €. 11, 12 a 13 se jednalo o kontrolu
vzorce jednoduchého hybrida, kde vzorek €. 11 je jednoduchy hybrid vznikly kiizenim
rodicovskych linii vzorku €. 12 a vzorku €. 13. Z nize uvedenych vysledk analyzy SSR
markert vyplyva, ze se vzorky 11, 12, 13 v SSR markerech bnlgl129, phi0O15, phi233376
aumc1478 shoduji, tzn., ze jednoduchy hybrid ziskal SSR o stejné velikosti bp od obou rodicii.
Velikosti produkti bp SSR markert phi083, phil09275, umc1061, umc1117, umc1133,
umcl1448 a umcl545 se lisi, v Tabulce 13 jsou barevné oznaceny alely, které vzorek
jednoduchého hybrida ziskal od jedné ¢i druhé rodicovské linie. U SSR markeru umc1545
vzorku ¢. 13 byl ziskdn pouze minimalni produkt. Optimalizaci PCR se nepodaftilo ziskat

produktu vice.

U vzorku €. 11 se u markert phi083, phil09275, umc 1117, umc1133 a umc1448 vyskytuji
dalsi produkty mimo pfedpoklddané rozmezi, a to produkty o rozmezi velikosti (182 — 195) bp
pro phi083, 148 bp pro phi109275, (161 — 183) bp proumc1117, 123 bp proumc1133 a (223 —
241) bp pro umc1448. Rodicovské linie tyto produkty neobsahuji. Neni ziejmé, odkud tyto
produkty pochézeji. Optimalizaci PCR je nebylo moZno odstranit.

SSR markery osiva i listl se shoduji v rdmci spravnost DNA sizingu pfistroje.

Na nékterych elektroforeogramech jsou vedle ocekavanych produkti vidét i nespecifické

produkty, které se pomoci optimalizace nepodafilo odstranit nebo minimalizovat.

Z nize uvedenych vysledkti (viz Tabulka 12) nelze jednoznacné fici, ze vzorek ¢. 11
je jednoduchym hybridem vzniklym kiizenim vzorkt €. 12 a 13, a to z toho divodu, ze u SSR
markerd phi083, phil09275, umc1117, umc1133 a umc1448 se u vzorku ¢. 11 vyskytuji
produkty mimo ocekavané rozmezi velikosti, které se ale nevyskytuji u vzorkt ¢. 12 a 13.
U jednoduchého hybrida se ptedpoklada, ze F1 generace (tj. vzorek ¢. 11) bude obsahovat

pouze produkty ziskané od rodi¢ovské linie P, tj. vzorkid 12 a 13.
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Tabulka 12. Vysledky amplifikaci SSR markert vzorkii ¢. 11 — Cejih (2169 x 2629), 12 -
2169 a 13 - 2629 ziskané analyzou produkti PCR na fragmentovém analyzatoru. Barevné
jsou oznaceny alely, které vzorek jednoduchého hybrida ziskal od jedné ¢i druhé
rodicovské linie.

predpokladané
SSR rozmezi velikosti 11A 11B 12A 12B 13A 13B
marker bp bp bp bp bp bp bp
bnlg1129 170 -210 193,216 194,217 193,216 193,216 193,216 193,216
phi015 80— 140 97,106 97,106 98,106 97,106 98,106 98,106
phi083 120 — 140 127,132 127,132 131, 143 131, 143 126, 137 125,137
138,143 138,144
182,185 182,185
195 195
phil02228 120 - 130 118,122 117,121 117 117 121 121
phil09275 120 — 150 126,132 125,131 125,131 125,131 130, 136 130,136
138,148 136,148 138 138
phi233376 130 — 165 137,140 137,140 137,140 137,139 138,140 138,140
umc1061 90-120 102,105 103,105 102 102 105 105
umcl117 130170 129,132 129,132 136,139 136,139 128,131 128,131
137,142 138,142 149 149 141 141
150 150
161,167 162, 167
175,180 175,183
umc1133 90— 140 90,102, 90,102, 102 102 89 88
123 123
umc1448 150 — 185 150,157 152,157 151,155 151,155 157,161 156,160
161,164 162,164 164 164 170 169
169,223 170,223
236,241 236,241
umc1478 130 — 150 135,145 135,145 135,145 135,145 135,145 135,145
umc1545 60 - 90 77,86 77,86 77,86 77,86 77 77

9. Cewel (vzorek €. 14), 2232 x 2079 (vzorek €. 15), 2232 (vzorek €. 16), 2079 (vzorek €.
17) a 2550 (vzorek €. 18)

Ziskané vysledky amplifikace jednotlivych SSR byly porovnany s hodnotami uvedenymi

v odborné literatute (viz sloupec predpokladané bp uvedenych v Tabulce 13 a 14). V nekterych

pripadech se velikosti nami ziskanych produktd o 1 bp az 13 bp lisi. Odchylky mohou byt

zpusobeny pouzitim jiné metody, nez byly pouzity v dostupné odborné literatuie, nebo Ceské

odrtidy nemuseji odpovidat uvedenému rozmezi.

U vzorkt €. 14, 15, 16, 17 a 18 se jednalo o kontrolu vzorce slozitého hybrida. V Tabulce 13
jsou uvedeny vysledky vzorkt 15, 16, 17, kde vzorek 15 (2232 x 2079) je hybridem vzorkd 16

(2232) a 17 (2079). Z nize uvedenych vysledkli analyzy SSR markert vyplyva, ze se vzorky
15, 16 a 17 v SSR markerech bnlgl 129, phi083, phi102228, phi233376, umc1061, umc1133
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aumcl1478 shoduji, tzn., ze vzorek ¢. 15 ziskal SSR o stejné velikosti bp od obou rodici.
Velikosti produktt bp SSR markert phiO15, phi109275, umc1117, umc1448 a umc1545 se lisi,
v Tabulce 13 jsou barevné oznaceny alely, které vzorek ¢. 15 ziskal od jedné ¢i druhé
rodicovské linie. U vzorku €. 15 se u markerti phiO15, umc 1117 a umc1448 vyskytuji dalsi
produkty, a to produkty o velikostech 112 bp a 125 bp pro phi015, 164 bp proumc1117 a 184 bp
a 198 bp pro umc1448. Rodi¢ovské linie tyto produkty neobsahuji. U vzorku €. 17 se u markert
phil09275, umc1448 aumcl545 také vyskytuji dalsi produkty, a to 144 bp u phil09275,
177 bp u umc1448 a 74bp uumc1545. Vzorek €. 15 tyto produkty neobsahuje. Optimalizaci

PCR je nebylo mozno odstranit.

V Tabulce 14 jsou uvedeny vysledky vzorkl €. 14, 15 a 18, kde vzorek 14 (Cewel — (2232 x
2079) x 2550) je hybridem vzorkt 15 (2232 x 2079) a 18 (2550). Z nize uvedenych vysledki
analyzy SSR markerti vyplyva, Zze se vzorky 14, 15 a 18 v SSR markerech bnlgl129,
phil02228, phil09275 a umc1478 shoduji, tzn., ze vzorek €. 14 ziskal SSR o stejné velikosti
bp od obou rodict. Velikosti produktt bp SSR markerti phi015, phi083, umc1061, umc1117,
umc1133, umc1448 a umc1545 se 1i8i, v Tabulce 14 jsou barevné oznaceny alely, které vzorek
¢. 14 ziskal od jedné ¢i druhé rodi¢ovské linie. U vzorku €. 14 se u markerti phiO15, phiO83,
umce 1133 a umc1448 vyskytuji dalsi produkty, a to produkty o velikostech 138 bp pro phiO15,
93 bp pro phi083, 120 bp pro umc1133 a (212 — 239) bp pro umc1448. Rodicovské linie tyto
produkty neobsahuji. U vzorku €. 18 se u markeru umcl133 vyskytuje vedlejsi produkt
o velikosti 100 bp. Pravdépodobné se jedna o vedlejsi produkty, které nebylo mozné pomoci

optimalizace PCR odstranit.
SSR markery osiva i listd se shoduji v ramci spravnost DNA sizingu pfistroje.

Na nékterych elektroforeogramech jsou vedle ocekavanych produkti vidét i nespecifické

produkty, které se pomoci optimalizace nepodafilo odstranit nebo minimalizovat.

Z nize uvedenych vysledkt (viz Tabulky 13 a 14) nelze jednoznacné fict, ze vzorky €. 14 a 15
jsou hybridy vzniklé kiiZenim vySe uvedenych vzorki, a to z toho diivodu, ze u SSR markert
obou vzorkl vyslednych hybridi vyskytuji produkty nékteré i o velikosti mimo ocekavané
rozmezi velikosti, které se ale nevyskytuji rodi¢ovskych linii. U hybridi se predpoklada,

ze potomci budou obsahovat pouze produkty ziskané od rodi¢ovskych linii.
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Tabulka 13. Vysledky amplifikaci SSR markeri vzorki 15 -2232 x 2079, 16 — 2232 a 17 -
2079 ziskané analyzou produkti PCR na fragmentovém analyzatoru. Barevné jsou
oznaceny alely, které vzorek hybrida ziskal od jedné ¢i druhé rodi¢ovské linie.

predpokladané
SSR rozmezi 15A 15B 16A 16B 17A 17B
marker velikosti
bp bp bp bp bp bp bp
bnlg1129 170 -210 192,217 194,217 191,214 191,213 193,216 193,217
phi015 80— 140 87,94,98, | 87,94,99, | 98,105 97,105 86,94 86,94
106 106
112,125 112,126
phi083 120 - 140 126,137 126, 137 126,137 126,138 127,138 127,138
phil02228 120-130 125 125 125 125 125 125
phil09275 120 - 150 131,138 132,138 132,138 130,136 132,138, 132,138,
144 144
phi233376 130-165 139,141 139,141 139,141 139,141 139,142 139,141
umcl061 90 -120 102 101 101 101 101 101
umcl117 130-170 129,131, 129,131, 132,135, 132,136, 128,130, 128,130,
135,142, 135,141, 145 145 141 141
146, 146,
164 164
umc1133 90 - 140 89 90 89 90 90 89
umc1448 150 - 185 161,165, 161,164, 161,165, 160,164, 165,177 165,177
172, 171, 174 173
184,198 183,197
umcl478 130 - 150 134,144 134,144 134,144 134,144 134,144 134,144
umcl1545 60 -90 67,77,86 | 67,77,86 | 77,86 77,86 67,74 67,74
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Tabulka 14. Vysledky amplifikaci SSR markert vzorku ¢. 14 — Cewel ((2232x2079) x
2550), 15 — (2232 x 2079) a 18 - 2550 ziskané analyzou produkti PCR na fragmentovém
analyzitoru. Barevné jsou oznaceny alely, které vzorek hybrida ziskal od jedné ¢i druhé
rodicovské linie.

predpokladané
SSR rozmezi 14A 14B 15A 15B 18A 18B
marker velikosti
bp bp bp bp bp bp bp
bnlg1129 170 -210 192,217 194,217 192,217 194,217 192,215 192,215
phi015 80— 140 87,91,99, | 87,91,99, | 87,94,98, | 87,94,99, | 104,111 104,111
105,109, 104,108, 106,112, 106,112,
123,138 122,138 125 126
phi083 120 — 140 93,127, 93,127, 126,137 126,137 131,142 130,142
131, 130
137,142 138,142
phil02228 120 — 130 125 125 125 125 125 125
phil09275 120 — 150 132,138 132,138 131,138 132,138 130,136 130,136
phi233376 130 - 165 139,141 139,141 139,141 139,141 140,141 139,141
umc1061 90-120 102,105 102,105 102 101 104 103
umcl117 130-170 129,133, 129,133, 129,131, 129,131, 132,134, 132,135,
136,141, 136,141, 135,142, 135,141, 145 146
146,162 146,162 146,164 146,164
umc1133 90— 140 89,98,120 | 90,97,120 | 89 90 96,100 96,100
umc1448 150 - 185 153,158, 153,156, 161,165, 161,164, 150,155, 150,155,
165,173, 165,175, 172, 171, 164 165
184,198 183,197 184,198 183,197
216,222, | 212,224,
228,239 227,239
umc1478 130 - 150 134,144 134,144 134,144 134,144 134,145 134,144
umc1545 60 - 90 67,74,77, | 67,73,77, | 67,77,86 | 67,77,86 | 73,82 73,83
85 85

10. SL14078 (vzorek ¢. 19) a SL.14256 (vzorek ¢. 20)

Ziskané vysledky amplifikace jednotlivych SSR byly porovnany s hodnotami uvedenymi
v odborné literatuie (viz sloupec ptedpokladané rozmezi velikosti). U vétSiny markerd byly
amplifikaci ziskdny produkty odpovidajici rozmezi velikosti bp uvedenych v Tabulce 15.
V nékterych ptipadech se velikosti ndmi ziskanych produkti o 1 bp az 8 bp lisi. U SSR markeru
bnlgl129 se u obou vzorkll vyskytuji dal$i produkty mimo piedpoklddané rozmezi,
a to produkty o rozmezi velikosti (232 — 274) bp. Odchylky mohou byt zptisobeny pouzitim
jiné metody, nez byly pouzity v dostupné odborné literatufe, nebo ceské odrudy nemusi
odpovidat uvedenému rozmezi. Miize se také jednat o nespecifické produkty, které nebylo

mozné pomoci optimalizace PCR reakce odstranit.
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U SSR markeru phi0O83 se u vzorku 19 vyskytuji tfi produkty a u vzorku 20 ¢tyfi produkty.
Je zde navic produkt o velikosti 136 bp u vzorku 20 A a 137 bp u vzorku 20B. U markeru
umc1133 je mezi vzorky 19 a 20 nepatrny rozdil velikosti bp u druhého produktu, zde mohlo

dojit k mirnému posunu pikd béhem elektroforézy.
SSR markery osiva i listd se shoduji v ramci spravnost DNA sizingu pfistroje.

Na nékterych elektroforeogramech jsou vedle ocekavanych produkti vidét i nespecifické

produkty, které se pomoci optimalizace nepodafilo odstranit nebo minimalizovat.

U vzorkt €. 19 a 20 se jednalo o jednoduchého hybrida na pozici matky a na pozici otce. Nebyly
uvedeny informace o tom, zda by se m¢ly vzorky liSit nebo shodovat. Z porovnani vysledkt
uvedenych v tabulce 15 je patrné, Ze se tyto odridy témét ve v§ech SSR markrech shoduji, lisi
se pouze v markeru phi0O83 a nepatrné v markeru umcl133. Jednd se o odrudy blizce

si podobné.

Tabulka 15. Vysledky amplifikaci SSR markert vzorku ¢. 19 - SL1407 a 20 - SL14256

ziskané analyzou produktii PCR na fragmentovém analyzatoru.

predpokladané
SSR rozmezi 19A 19B 20A 20B
marker velikosti
bp bp bp bp bp
bnlg1129 170 - 210 185,193,215, 185,193,215, 185,195,217, 186,196,218,
236,258,273 235,258,273 232,260,273 233,261,274
phi015 80— 140 97,106 97,106 97,106 97,106
phi083 120 - 140 130,133,142 130,133,142 130,132,136,141 | 130,132,137,142
phil102228 120 - 130 118 118 117 117
phil09275 120 - 150 126,131,138,144, | 127,132,140,145, | 126,131,138,144, | 126,131,138,144,
150 152 150 149
phi233376 130 - 165 137,140 137,140 139,141 139,141
umc1061 90 -120 104 101 103 104
umcl117 130-170 127,130,140 128,131,141 127,130,139 127,130,141
umc1133 90 — 140 89,96,120 89,97,121 89,100,123 90,101,123
umc1448 150 - 185 152,155,164 151,155,164 151,155,164 152,156,165
umc1478 130 - 150 134,144 134,143 134,144 133,143
umc1545 60 - 90 67,75 67,75 67,74 67,74
8 Zavér

Cilem prace bylo zavést metodu pro detekci odrid kukutice pomoci analyzy SSR markerd.

Vzhledem k tomu, ze neni dostupna databaze SSR markert kukuftice, ziskané vysledky nebylo
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mozné porovnat. Z literatury byla ziskana pouze rozmezi hodnot velikosti bp jednotlivych
markerli. Ziskané hodnoty jednotlivych SSR markert ve vétSiné ptipadl odpovidaly vysSe
uvedenym rozmezim hodnot. V nékterych ptipadech byly ziskdny produkty (jednotlivé SSR
markery), které byly mirné mimo rozmezi ocekavanych hodnot, a to asi do 5 %. VSechny tyto
piky byly mnohondsobné¢ mensi velikosti (hodnoty RFU) proti referencnim pikiim. Doslo

1 k ziskdni produktl zcela mimo rozmezi o¢ekavanych hodnot, ale pouze v jednotkéch ptipada.

V soucasné podobé je vySe popsand metoda vhodnid pouze pro vzdjemné porovnavani
testovaného (neznamého) vzorku se vzorkem referen¢nim (zndmym) za ucelem potvrzeni nebo
vyvraceni, zda se jedna o stejnou nebo podobnou odridu a pro tvorbu a postupné rozsifovani
databaze, nez bude ziskano dostatecné mnozstvi dat, se kterymi se budou porovnavat vysledky

testovanych vzorki bez potieby soucasného testovani s referenénim materidlem.
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