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Zavedeni metody stanoveni nepolarnich uhlovodiki

C10-C40

Petra Kosubova, Veronika Nagyova

Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédélsky
ONRL Brno
Hroznova 2, 603 00 Brno

petra.kosubova@ukzuz.cz

1 Uvod

V laboratotich UKZUZ byl zadan pozadavek na stanoveni nepolarni frakce uhlovodikii C10-Cao
v pudich a sedimentech za ucelem kontroly téchto materidli a jejich hodnoceni

podle piislusnych legislativnich limitd.

Porovnavany byly dva postupy piipravy vzorkd. Prvnim byl postup podle CSN EN 14039 (1)
a druhym postup uvedeny v JPP AP II, kap. 4.8 (2). Usp&snost byla ovéfena téasti v kruhovém
testu SETOC, potddaném v ramci programu Setoc (WEPAL). Ve dvouletém obdobi

se analyzovalo 75 vzorkd sedimentl a ptd, z toho bylo 96 % vzorki vyhovujicich.

2 Teoreticka ¢ast

Homogenizovany vzorek se extrahuje smési acetonu a hexanu, organicka faze se oddéli
apolarni latky se odstrani na sloupci Florisilu. Vycistény extrakt se analyzuje plynovou
chromatografii (GC) s plamenové-ioniza¢nim detektorem (FID). Vyhodnocuje se celkova
plocha pikd, jejichZ retenéni ¢asy lezi mezi retenénimi Casy n-dekanu (CioH22) a n-tetrakontanu
(CaoHs2).
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3 Prakticka c¢ast

3.1 Material a metody

3.1.1 Standardy a referen¢ni materialy

Roztok standardu uhlovodikd pro uréeni okna retencnich ¢asti (RTW) obsahujici tetrakontan
(30 mg/l) a dekan (30 ul/l) rozpusténé v hexanu. Standard pro kvantifikaci Mineral Oil
Standard Mixture Type A and B for DIN EN ISO 9377-2 rozpustény v heptanu (Sigma-
Aldrich).

3.1.2 Chemikalie
Aceton (Lachner), hexan (Lachner), siran sodny bezvody (Sigma-Aldrich), Florisil (150 — 250

um) aktivovany 16 h pii 140 °C (Merck), deionizovana voda.

3.1.3 Laboratorni pomiicky a vybaveni pro pripravu vzorku
Analytické vahy (Sartorius), horizontalni tfepacka, odstiedivka Sigma 2-16K (Sigma), délici
nalevky, sklenéné kolonky k CiSténi extraktu, sklenéné vialky, bézné laboratorni vybaveni

a laboratorni sklo.

3.1.4 Postup pripravy podle CSN EN 14039

Do sklenéné Erlenmayerovy banky bylo navdzeno 20 g homogenizovaného vzorku, pfidano
40 ml acetonu a 20 ml roztoku standardu RTW. Vzorek byl extrahovan 1h tfepanim
na horizontalni tfepacce. Roztok byl pfeveden do délici nalevky. Aceton byl odstranén
promytim organické faze dvakrat 100 ml deionizované vody. Organicka vrstva byla odebrana
do 20ml EPA vialky. Aby se netvofila emulze, bylo pfidano (0,25 — 0,50) g bezvodého siranu
sodného. Deset ml extraktu bylo pfecisténo na kolonce se 2 g florisilu a 2 g siranu sodného
bezvodého. Alikvotni podil vyc€isténého extraktu byl pfeveden do vialky a analyzovan pomoci

GC-FID.

3.1.5 Postup pripravy podle JPP AP Il, postup 30720.1 B

Do sklenéné banky bylo navazeno 20 g homogenizovaného vzorku, pfidano 20 ml acetonu
a 10 ml roztoku standardu RTW. Vzorek byl extrahovan 30 min tfepanim na horizontalni
ttepacce a dekantaci preveden do centrifugaéni nadobky, kam bylo pfidano 30 ml deionizované
vody. Nasledovalo protfepani 1 min a odstfedéni tak, aby doslo k odd€leni fazi. Organicka faze
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byla ptevedena pipetou do dalsi centrifugacni nddobky, kam bylo ptfiddno 10 ml deionizované
vody. Po op€tovném protiepani a odstfedéni byla organicka faze prevedena do sklenéné barnky.
10 ml extraktu bylo ptecisténo na kolonce se 2 g florisilu a 2 g siranu sodného bezvodého.

Alikvotni podil vy¢isténého extraktu byl pfeveden do vialky a analyzovan pomoci GC-FID.

3.1.6. Pristrojové vybaveni a podminky pro koncové stanoveni

GC-FID CP3800 (Varian): teplota injektoru 300 °C, 1 ul nastiik bez déli¢e toku (splitless) po
0,8 min, teplotni program (50 °C — 1 min — 20 °C/min — 320 °C — 15 min), priatok nosného
plynu N2 1,2 ml/min, teplota detektoru 320 °C, pritok make up N2 29 ml/min, pratok H> 30

ml/min, pritok vzduchu 300 ml/min.

4  Vysledky a diskuse

Optimalizace metody

V prvni fazi byla optimalizovana méfici metoda. Jednim z dalezitych kroku je injektaz vzorku,
pricemz doporuc¢ovanou technikou je PTV nastiik. Varian CP3800 je osazen pouze injektorem
umoziujici split/splitless nastiik. Ovéfili jsme vliv riznych typt lineri a pro dalsi praci zvolili
specidlni liner Cyclo Restek, ktery poskytoval linedrni proloZeni kalibra¢nimi body (viz

Obrézek 1).
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Obrazek 1. Kalibraéni zavislosti C10-Cao ziskané s pouZitim riznych linert.



Ovéreni metody

Spravnost a piesnost metody byla ovéfena analyzou internich referen¢nich material (IRM),
konkrétn¢ vzorka ziskanych z kruhového testu Setoc (Wepal). Pro 5 IRM se vytéznosti
pohybovaly v rozsahu (81 — 100) %, viz Tabulka 1, coz je v souladu v pozadavky na spravnost
stanoveni uvedenymi v Rozhodnuti Komise 2002/657/ES o provadéni analytickych metod
a interpretaci vysledkt. Pro obsahy vyssi nez 0,01 mg/kg je povoleny rozsah vytéznosti (80 —
110) % (3). Opakovatelnost metody byla 7 %, coz je opét hodnota vyhovujici pozadavkiim
na presnost pro obsahy C10-C40 stanovené v IRM.

Tabulka 1. VytéZnosti a opakovatelnosti C10-Cso stanovené pomoci IRM.

Materisl Obsah Cio-C4o | Stanoveny obsah | Referen¢ni obsah | VytéZnost | Opakovatelnost
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (%) (%)

IRM798 24,11

IRM798 22,66 23,03 24,26 95 4,1

IRM798 22,32

IRM784 417,6

IRM784 5467 482,2 496,1 97 18,9

IRM758 177,0

IRM758 180,7 176,4 218,5 81 2,7

IRM758 1714

IRM782 336,5

IRM782 338,4 337,4 347,9 97 0,3

IRM782 337,4

IRM794 480,2

IRM794 4943

IRM794 580,1 5314 529,2 100 9,5

IRM794 590,3

IRM794 512,3

Metoda 94 7

Od roku 2016 bylo stanoveno 31 hodnot obsahu C10-C40 v riznych IRM, které byly
pfepocteny na vytéznost a pouzity pro konstrukci regulacniho diagramu (RD). Divodem
pro zvoleny zptsob zapisu IRM do RD je skutecnost, Ze navazky vzorkil jsou relativné vysoké

a neni mozné jedno IRM pouzivat dlouhodobg.
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Obrazek 2. Regulacni diagram pro stanoveni C1o-Cao.

Analyza realnych vzorki

Ve dvouletém obdobi se analyzovalo 75 vzorkl sedimentl a ptd, z toho bylo 96 % vzorki
vyhovujicich (viz Tabulka 2). Z celkového poétu 34 vzorkt pud bylo 30 vzorki s obsahem Cio-
Ca0 pod mezi stanovitelnosti a maximalni nalez Ci0-Cao byl 273,2 mg/kg. U sedimentt byla
situace opac¢nd, pouze 4 vzorky ze 34 analyzovanych byly negativni. Soubor 30 sedimentt

vykazoval primérny obsah C10-Cs0 118,4 mg/kg, median 68,3 mg/kg a maximalni nalez Cio-

Ca0 944,1 mg/kg.

Tabulka 2. Poéty analyzovanych vzorkii.

Druh vzorku Sedimenty Pidy
Limit obsahu C10-C40 (mg/kg) 3009 1009
Pocet vzorki ve dvouletém obdobi 41 34
Pocet vzorki s obsahem < LOQ 5 30
Pocet vzorki presahujicich limit 1

a)
b)

Vyhlaska ¢. 257/2009 Sb., o pouzivani sedimentl na zemédélské pidé

nékteré podrobnosti ochrany zemédélského pidniho fondu

Vyhlaska ¢. 153/2016 Sb., o stanoveni podrobnosti ochrany kvality zemédélské pudy a o zméné vyhlasky €. 13/1994 Sb., kterou se upravuji
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Obrazek 3. Chromatogram extraktu sedimentu s obsahem C10-Ca0 61,1 mg/kg.

S  Zavér

Metoda stanoveni frakce nepolarnich uhlovodikd C10-Cso S vyuzitim GC-FID byla zavedena
pro ucely kontroly kvality pid a sedimentii. Metoda je charakterizovana limitem kvantifikace
20 mg/kg a rozs§itenou nejistotou 30 %. Rocné se vyuziva k analyzam 30-40 vzorkl sedimentil

a pud z programu BMZP.
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Stanoveni glyfosatu po derivatizaci
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ONRL Brno
Hroznova 2, 603 00 Brno
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1 Uvod

Glyfosat patii mezi celosvétové nejpouzivangjsi herbicidy. Z divodu masivniho pouZzivani
glyfosatu je nutné sledovat jeho vyskyt nejen v zivotnim prostiedi, ale také v potravnim fetézci.
Doporucend metodika evropské referencni laboratofe QuPPe neposkytuje s vyuzitim
dostupného vybaveni dostatecné nizké limity stanoveni, a to hlavné pro kontrolu ekologické
produkce. Analyza derivatizovaného glyfosatu umoznila snizit limit stanoveni na 0,006 mg/kg.
Vybrana metodika, ktera zahrnuje tento derivatizaéni krok, byla testovana a poté validovana
pomoci obohacenych vzorkt rostlinného materidlu a internich referen¢nich materialit krmnych

surovin.

2 Teoreticka ¢ast

Glyfosat, [N-(fosfonomethyl)glycin], je Sirokospektralni systémovy herbicid pouZzivany
celosvétove proti plevelu. V zemédélstvi se pouziva pii péstovani geneticky modifikovanych
plodin odolnych proti glyfosatu, ale také se Casto vyuziva na zahradach a dal$ich mistech
s nezemédélskym vyuzitim (1). Glyfosat se aplikuje na povrchové ¢asti rostlin, ze kterych je
rozveden cévnimi svazky a néasledné zptisobuje odumieni rostliny. V pudé se glyfosat sorbuje

a degraduje a jeho hlavnim metabolitem je kyselina aminomethylfosfonova (AMPA) (2).

Glyfosat je méné toxicky nez jiné herbicidy, ale pfesto miize byt nebezpecny pro lidské zdravi.
Jeho vyskyt je proto legislativné limitovan v potravinach a krmivech. Vzhledem Kk jeho
intenzivnimu pouzivani pii zemédélskych 1 nezemédélskych aplikacich je vyskyt glyfosatu

a jeho metabolitd sledovan také v dalSich slozkach Zivotniho prostfedi, napt. ve vode.
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Stanoveni rezidui glyfosatu a AMPA je analyticky naro¢né kviili jejich amfoternimu a vysoce
poladrnimu charakteru, jejich nizké hmotnosti a nedostatku funkénich skupin, které by mohly
usnadnit jejich detekci (3). V ptdnich vzorcich a rostlinném materialu stanoveni komplikuje
slozitost matrice a S tim souvisejici mnozstvi matri¢nich interferentd. Proto jsou ve vétSing
piipadii metody pro stanoveni glyfosatu a AMPA obtizné. Zahrnuji zdlouhavou pfipravu
vzorku, ktera vede K eliminaci rusivych koextraktl ataké derivatizacni krok pro zvyseni
citlivosti detekce a zlepSeni chromatografické separace. Nejcastéji se k derivatizaci vyuziva
fluorenylmethylchloroformat (FMOC), ktery poskytuje fluoreskujici derivat snadno
stanovitelny metodou kapalinové chromatografie (LC) s fluorescenéni detekci. Tento pfistup
je zpracovan v podobd CSN ISO 21458, ktera je uréena pro analyzu vzorki vod (4).
ovlivnén matriénimi  koextrakty. Rozvoj techniky LC standemovou hmotnostné-
spektrometrickou detekci (MS/MS) umoznil zlepSeni ptedchozi metodiky zalozené
na konvenc¢nich detektorech, nebot’ FMOC derivaty snadno ionizuji v elektrospreji a poskytuji
dobrou odezvu piti MS/MS detekci. DalSim divodem derivatizace glyfosatu je dosazeni
dostatecné retence na b&€zn€ pouzivanych reverznich fazich C18, na kterych jsou nativni

glyfosat a AMPA eluovany v mrtvém objemu kolony (5).

Cilem prace bylo zavést metodu pro stanoveni glyfosatu po derivatizaci ¢inidlem FMOC
v krmivech a rostlinach a tim dosédhnout niz$ich kvantifika¢nich limiti. To umozni kontrolovat

piitomnost glyfosatu v produktech ekologického zemédélstvi.

3 Prakticka Cast
3.1 Material a metody

Standardy a referencni materialy

Standardy pesticidii v pevném nebo kapalném skupenstvi s deklarovanou cistotou: Glyphosate
(CsHsNOsP), CAS [1071-83-6] (Sigma-Aldrich).

Vnitini isotopoveé znac¢ené standardy (ILIS):

Glyphosate-"3C,, "N ('3C,CH;s'*NOsP), ¢ = 1 mg/ml H2O.



Interni referen¢ni material (IRM): vzorky ziskané v ramci UcCasti v evropskych testech
zpusobilosti (EUPT) potadané Referencnimi laboratofemi Evropské Unie (EURL) pro rezidua

pesticida.

Chemikalie

Voda (ultracistd), methanol (CH30H, pro HPLC a pro LC-MS), kyselina mraven¢i (HCOOH),
hydroxid sodny (NaOH), kyselina borita (H3BOs3), chlorid draselny (KCl), dichloromethan
(CH2Cl,, chromasolv), acetonitril (CH3CN, chromasolv), derivatiza¢ni ¢inidlo FMOC-CI,
octan amonny (CH3;COONHz4).

Laboratorni pomiicky a vybaveni pro pripravu vzorku

Analytické vahy, horizontalni tfepacka (300 kmitd/min), centrifuga (5000 ot/min),
centrifugacni zkumavky plastové se Sroubovacim vickem (15 ml; 50 ml), SPE kolonky Oasis
HLB 200 mg (Waters), SPE manifold, vyvéva, vysokorychlostni michadlo (napt. Vortex),

termovap, filtracni materidl (stfikackové filtry nylonové o velikosti porii 0,2 um), vialky (2 ml).

Postup pripravy vzorku

Vzorek byl k analyze ptipraven podle prace K. Banerjee (6). Homogenni vzorek se navazi
do 50ml centrifugacni zkumavky. Navazka se 1i8i v zavislosti na povaze materidlu, napf.
u suchych vzorki, jako jsou obiloviny, lusténiny, olejnatd seminka a rostliny se navazuje 2,5 g,
zatimco u vzorkll s vysokym obsahem vody (zelenina), napf. brambor, je navazka 5 g.
Ke vzorku se ptida 20 ml 0,1% kyseliny mravenci ve vode a 20 ml dichlormethanu (DCM).
Vzorek se extrahuje tfepanim 10 min pfi 300 kmitech/min. Poté se vzorek odstfedi 5 min
pti 4000 ot/min, pii teploté¢ 5 °C. 4ml podil vodného supernatantu se pievede do €isté 50ml
centrifugacni zkumavky a ptidéa se k nému ILIS, 4 ml boratového pufru a 4 ml 20mM roztoku
FMOC-CI. Smeés se ttepe 30 min pii 300 kmitech/min a poté se doplni do 50 ml 1% kyselinou
mravenci a odstfedi se pii 4000 ot/min. Nasleduje ¢isténi metodou SPE. Kolonky se nejprve
promyji 3 ml methanolu a 3 ml 1% kyselinou mravenci. Pak se na kolonky nanese vzorek. Poté
nasleduje promyti 10 ml vody a 5 ml DCM. Eluce se provede 5 ml methanolu. Eluat se nasledné
odfoukd pod dusikem téméi do sucha a rekonstituuje 1 ml 50% methanolu. Po promichani

na Vortexu se vzorek 1 min ultrazvukuje a poté filtruje do vialky.



Pristrojové vybaveni a podminky pro koncové stanoveni

Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem (napt. ACQUITY UPLC-TQ MS
Xevo (Waters) nebo LC-MS/MS 6420 (Agilent)), vybaveny UPLC kolonou (napt. ACQUITY
UPLC BEH C18 Column, 100 mm x 2,1 mm x 1,7 um (Waters)) nebo UHPLC kolonou (napf.
ZORBAX Eclipse Plus C18 Rapid Resolution HD, 100 mm x 2,1 mm x 1,8 pm (Agilent)).

Chromatografickd separace byla provedena podle priace S. Goscinny gradientovou eluci
mobilni faze A slozené z vody a methanolu v poméru 90 : 10 modifikované 5 mM roztokem
octanu amonného, a mobilni faze B slozené z vody a methanolu v poméru 10 : 90 pii prutoku
0,45 ml/min a teploté kolony 45 °C (7). Objem nastiiku byl 2,5 ul. Ionizace byla provedena
elektrosprejem v pozitivnim mddu pfi teploté iontového zdroje 150 °C, desolvacéni teploté
450 °C a prutoku desolvacniho plynu 900 L/hr. Analyty byly detekovany v modu sledovani
vybranych pfechodi (MRM). Detailni informace k procedufe, chemikaliim a analyze jsou

zpracovany v JPP UKZUZ, postup ¢&. 10606.1 (8).

Tabulka 1. Sledované MRM piechody.

MRM Napéti na konusu Kolizni energie

(m/z) (%) V)
Glyfosat-FMOC 392—88 20 20
Glyfosat-FMOC 392—179 20 30
ILIS-glyfosat-FMOC 395—-91 20 20
ILIS-glyfosat-FMOC 395—179 20 30

3.2  Vysledky

Prvotni testovani

V prvni fazi byl testovan postup popsany v praci S. Goscinny (7), kde je vzorek extrahovan
smési vody, methanolu a DCM a po odstiedéni DCM je cely supernatant odpafen témeét
k suchu, rekonstituovan 1 ml vody, derivatizovan FMOC v prostiedi boratového pufru
a nadbytek cinidla nakonec odstranén DCM. Vyhodou této procedury pfi pouziti ILIS byla
moznost kvantifikaci redlnych vzorkii pomoci solventové kalibrace. Shodnost matri¢ni

a solventové kalibrace vypoctena v SW Effivalidation porovnanim kalibra¢nich ptimek byla
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100,2 %. Metoda vSak vykazovala také fadu nevyhod, jako napf. casov€ narocné
zkoncentrovani supernatantu a nedostatecné odstranéni nadbytku derivatizac¢niho ¢inidla, které
pti finalni LC-MS/MS analyze siln¢ kontaminuje iontovy zdroj.

Druhy testovany postup podle K. Banerjee (6) neni ¢asové vyhodnéjsi, ale zahrnuje efektivnéjsi
odstranéni FMOC pomoci extrakce na pevnou fazi (SPE) s vyuzitim kolonek HLB Oasis.
Nejprve byla ovétena pouzitelnost tohoto postupu pro rutinni analyzu riznorodého rostlinného

materialu a poté nasledovala jeho validace.

Validacni experiment

Metoda byla validovdna pomoci internich referen¢nich materidlii a vicendsobnych stanoveni
obohacenych vzorkt obilovin (kukufi¢na mouka) a rostlin (smésny vzorek). Vybrané matrice
bez piitomnosti glyfosatu byly obohaceny na hladinach 0,006 mg/kg (kukuficnd mouka)
a 0,040 mg/kg (rostliny) v minimalné péti opakovanich. Stanovena piesnost (opakovatelnost)
a spravnost (vytéznost) postupu vyhovovala validaénim kritériim podle SANTE/11945/2015,
tj. vytéznost v rozmezi (70 — 120) % a opakovatelnost < 20 % (9). Vysledky validace jsou
zobrazeny v tabulce 2.

Tabulka 2. Piesnost a spravnost opakovanych stanoveni validovanych materiali.

Obohaceni/ Naméi'eny ey <

Material obsah v IRM obsah Vyt(gfor)mSt Opakzc\%emo“ op;‘(’gf’;ni
. (mg/kg) (mg/kg)

Kukufi¢na 0,006 0,0066 105,2 6,6 6
mouka-SP
Rostlinny smésny 0,040 0,0339 84,7 9,2 5
material-SP ’ ’ ’ ’
Kukufi¢na
mouka-IRM 0,568 0,5873 103,4 0,4 6
Cocka-IRM 0,827 0,8763 106,0 11 6
Brambor-IRM 0,340 0,3618 106,4 4,9 6

Nejnizsi validovana hladina oznaCovana také jako reportovaci limit byla 0,006 mg/kg a je
na protokolu uvadéna jako mez stanovitelnosti postupu s derivatizaci. Tento reportovaci limit
umoziuje kontrolovat konvenéni i ekologickou zemédélskou produkci. Na obrazku 1 je uveden

chromatogram derivatizovaného glyfosatu-FMOC na hladin€ reportovaciho limitu v kukufici.
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Obriazek 1. Chromatogram derivatizovaného glyfosatu a prisluSného ILIS v kukufici.

K identifikaci latek byla pouzita konfirmacni kritéria, tj. retencni ¢as (RT) a pomér

sledovanych, kvantifikaénich a konfirmacnich iontd. Pro spravnou kvantifikaci je nutné

pouzivat izotopove€ znaeny vnitini standard (ILIS) nebo metodu standardniho piidavku.

Na obrazku 1 je uveden chromatogram derivatizovaného ILIS-glyfosatu-FMOC na hlading
0,100 mg/kg v kukufici.

Ovéreni metody

Nové zavedend metoda s derivatizaci FMOC byla v ve dvou letech ovéfena tGcasti v EUPT-
SRM (10, 11).

Tabulka 3. Piehled vysledkii testi EUPT-SRM.

EUPT Rok | Testovaci vzorek Vztazna hodnota | Stanovena hodnota 7-skére
(mg/kg) (mg/kg)

SRM12 | 2017 | Jahodové pyré 0,306 0,297 -0,1

SRM13 | 2018 Sojova mouka 0.903 0,954 0,2
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4 Z.avér

Zavedena metoda, ktera zahrnuje derivatizaci FMOC, ptedstavuje citlivéjsi metodu stanoveni
glyfosatu v porovnani s piivodni postupem (12), zalozenym na metodice QuPPe (13), ur€enym
pro analyzu nativniho glyfosatu v konvenénich krmnych surovinach a poskozeném rostlinném
materialu s mezi stanovitelnosti (0,1 — 0,5) mg/kg. V ramci validace byly pozadavky
na spravnost a piesnost nové metody s derivatizaci splnény na hladiné 0,006 mg/kg, ktera tedy
predstavuje mez stanovitelnosti této metody a umoznuje jeji vyuziti pti kontrole produkce
z ekologického zemédélstvi. Metoda se dale vyuziva pii analyze problematictéjsich krmnych
surovin, jako jsou lusténiny a olejniny. Spravnost validované metody byla ovéfena uspéSnou

ucasti v kruhovych testech EUPT-SRM.
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Zavedeni kvalitativni detekce transgeni MON 87411,
MON 87403 a DP-004114-3 u kukufrice

Jana Stehlikova

Ustiedni kontrolni a zkugebni ustav zem&d&lsky
OdMB, Hroznova 2, 603 00 Brno

jana.stehlikova@ukzuz.cz

1 Uvod

Geneticky modifikovany organismus (GM organismus, GMO) je organismus, jehoz geneticky
materidl byl umysln€¢ zménén, a to zptsobem, kterého se nedosédhne ptirozenou rekombinaci.
Dotcené techniky jsou uvedeny v Zakonu o nakladéani s geneticky modifikovanymi organismy

a genetickymi produkty €. 78/2004 Sb.

Geneticky modifikované (GM) plodiny jsou takové rostliny, u kterych byl zménén dédi¢ny
material (DNA) pomoci genovych technologii. Jedna se o Slechtitelské metody z oblasti

biotechnologii, které mimo jiné umoZziuji mezidruhovy pienos gentl.

MON 87411 je geneticky modifikovana kukufice, jejiz DNA byla modifikovana pomoci
DvSnf7 supresni kazety (z Western Corn Rootworm - Diabrotica virgifera virgifera)
a Cry3Bbl (z Bacillus thuringiensis subsp. kumamotoensis) s vyslednou rezistenci vuéi
bazlivei kukutiénému (Diabrotica virgifera, Coleoptera). Dale je obsazen cp4 epsps gen
(z Agrobacterium tumefaciens strain CP4) pro dosazeni tolerance vici glyfosatovym
herbicidim.

MON 87403 je geneticky modifikovana kukufice, vyvinuta s cilem zvysit biomasu klast v rané
fazi reprodukce prostrednictvim exprese bilkoviny AtHB17A113 (kédované genem

pochazejicim z Arabidopsis thaliana).

DP 4114-3 je geneticky modifikovana kukufice, jejiZ DNA byla modifikovana pomoci crylF,
cry34Abl, cry35Abl z (Bacillus thuringiensis var. Aizawai) s vyslednou rezistenci vici
nékterym Skiidcim ztadu Lepidoptera a Coleoptera. Dale je obsaZen cp4 epsps gen (z

Agrobacterium tumefaciens strain CP4) pro dosazZeni tolerance vuci glyfosatovym herbicidim.
15



2 Cil

Cilem prace bylo rozsifit spektrum stanovovanych genetickych modifikaci u kukufice
0 kvalitativni stanoveni MON87403, MON87411, DP4114-3 a urCeni meze detekce stanoveni
pro jednotlivé modifikace. U MON87411 se ovéfila detekce screeningového elementu cpdepsps
a u DP-4114-3 detekce promotoru p35S.

3 Princip

Zakladem metody detekce genetickych modifikaci je polymerazova fetézova reakce (dale
PCR). Jedna se o bézné pouzivanou metodu, pfi které dochazi k mnohondsobnému zmnozeni
konkrétniho pozadovaného useku DNA. V tomto piipadé¢ se jednd o klasickou PCR

s elektroforetickou detekei amplikonu na agar6zovém gelu.

4 Material a metody

Pro zavedeni byly pouzity izolaty DNA z certifikovanych referen¢nich materiald od The
American Oil Chemists' Society (AOCS) a od JRC, Institute for Reference Materials and

Measurements, European Reference materials (ERM)
AOCS 0411-C, Non-Modified Maize, (pure) — laboratorni zna¢eni: CRM 14/2016.

AOCS 0215-B, Maize Monsanto Event MON87411 Powder, (pure) — laboratorni znaceni:
CRM 2/2019.

AOCS 0216-A, Maize Monsanto Event MON87403 Powder, (pure) — laboratorni znaceni:
CRM 3/2019.

ERM®-BF439d Genetically Modified DP-004114-3 Maize (nominal 1 %)- laboratorni
znaceni: CRM 9/2019.

ERM®-BF439c Genetically Modified DP-004114-3 Maize (nominal 0,1 %)- laboratorni
znaceni: CRM 12/2019.
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DNA byla izolovana pomoci zavedeného komeréniho kitu (NucleoSpin® Food -
MACHEREY-NAGEL). U izolati DNA byla zméfena koncentrace, byly otestovany na kvalitu
I amplifikovatelnost DNA.

4.1 Pristroje a pomiicky

Extrakce DNA

Vahy s ptesnosti 0,01 g.

Vodni lazen nebo termoblok, pfednostné s vibraci, tfepanim.
Centrifuga.

Minishaker, vortex.

Elektromagnetické michadlo S ohfevem.

Ptenosna UV lampa.

Digestof.

pHmetr.

Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul, $picky s filtrem a bez filtru.
Plastové zkumavky s vickem o0 objemu 2-2,5 ml.

Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy material, stojanky na zkumavky,

odpadni nadoby.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza
Nizkoobjemovy spektrofotometr, vinové délky (230, 260, 280) nm.
Elektromagnetické michadlo s ohfevem.

pHmetr.

Lednice.
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Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul, $picky s filtrem a bez filtru.
Plastové zkumavky s vickem 0 objemu 2-2,5 ml.

Elektroforeticka vana, zdroj napéti, elektroforetické hiebinky.

Fotodokumentacni zatizeni se softwarem.

Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy material, stojanky na zkumavky,

odpadni nadoby.

PCR reakce — amplifikace
PCR box.

Minishaker, vortex.
Termalni cykler.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl a sterilni $picky s filtrem

I bez filtru.

Plastové sterilni zkumavky, 0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml.
Vyrobnik ledu.

Lednice.

Mrazici box.

Latexové rukavice bezpudrové, obalovy materidl, stojanky na zkumavky, odpadni nadoby,

nadoba na uchovani ledu.
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4.2 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

Extrakce DNA: NucleoSpin® Food, vyrobce Macherey — Nagel, Kit pro izolaci genomické
DNA z potravin a krmiv.

Lysis Buffer CF.

Buffer C4.

Wash buffer CQW.

Wash buffer C5 (koncentrat).

Elution buffer CE.

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

Proteinase buffer PB.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza
Agarodza pro molekularni biologii.

Pracovni roztok 1 x TAE pro elektroforézu.

1% Pracovni roztok interkala¢niho barviva (ethidium bromid).
EZ Load Precision Molecular Mass Standard, BIO-RAD.

6 x Loading Dye Solution.

Elektroforeticky marker pro amplifikaty (napt. EZ LoadTM Molecular Ruler 50 bp PCR
Biorad).

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

PCR reakce — amplifikace

REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix with MgCly, vyrobce Sigma—Aldrich, univerzalni
reakéni smés pro PCR (déle REDTaq)

19



REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl..

PCR voda.

Dalsi potifebné chemikéilie nedodavané v ramci Kitu.

Voda vhodna pro PCR.

Dekontaminacni roztok pro oSetfeni ploch.

Amplifikacni primery:

Pro analyzy byly pouzity amplifika¢ni primery od firmy Generi-Biotech.

Vnitini (referencni) gen kukutice — Skrobova invertaza:

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

IVRI-R: GGA GCC CGT GTA GAG CAT GACGATC

MON 87403

87403 QF: CTTTCT TTT TCT CCA TAT TGA CCATCA TAC
87403 QR: TAC TCC GGA ATG AGT GCT CTG TATC

MON 87411

87411 QF: CTC TGT AAC AGA AAA CAC CAT CTA GAG
87411 QR: ACAAAAGTCAACTAGTTCTAGGGT AGAT
DP-004114-3

PHN164689: GCT TTG GAG CCT CTC GTT TGT A
PHN164190: GCG TTT AAACTATCAGATCTG TGT TGA A
p35S

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

35s-cf4: TCC TCT CCA AAT GAAATGCCATTCC
CP4epsps

GT73-TmF: GGG ATG ACG TTAATTGGCTCT G
GT73-TmR: GGC TGC TTG CAC CGT GAA G
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4.3 Pracovni postup

Pro zavadéni byly pouzity tyto postupy Jednotné pracovni postupy UKZUZ:
JPP 10252.1 Izolace DNA pro stanoveni GMO metodou PCR-kit Nucleospin Food,

JPP 10255.1 Provedeni polymerazové ftetézové reakce (PCR) pomoci kitu RedTaq

pro stanoveni GMO,

JPP 10257.1 Gelova elektroforéza pro stanoveni GMO metodou PCR,

JPP 10259.1 Vyhodnoceni vysledki stanoveni GMO metodou PCR.

SloZeni reak¢éni smési pro PCR pomoci kitu REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix
(jednoducha PCR), vnitini gen kukufice, p35S, cp4epsps, MON 87403, MON 87411, DP-4114-

3.

Tabulka ¢. 1.
Slozka Koncentrace Finalni Objem (ul/reakce)

roztokd koncentrace

PCR voda 6,5
RedTag PCR MIX 2 x 1x 12,5
Primer F 20 uM 0,4 uM 0,5
Primer R 20 uM 0,4 uM 0,5
Templatova DNA 10 ng/pul 50 ng 5
Objem smési vE. templatu 25
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Vnitini gen kukufice (Skrobova invertaza)
primery: IVRI-F / IVRI-R
délka amplikonu: 225 bp

Tabulka €. 2. Amplifika¢ni program.

Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu

Pocatecni denaturace 94 60 1

Denaturace 94 50

Annealing 68 110 35

Extenze 72 120

Zaveérecna extenze 72 300 1
P35S

primery: 35s-cf3/35s-cf4
délka amplikonu: 123bp
Tabulka €. 3. Amplifikac¢ni program.

Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 58
Annealing 57,5 120 40
Extenze 72 105
ZavéreCna extenze 72 180 1
cpdepsps
primery: GT73-TmF/GT73-TmR
délka amplikonu: 88bp
Tabulka €. 4: Amplifika¢ni program
Féaze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 45




MON 87403
primery: 87403 QF/87403 QR:
délka amplikonu: 88bp

Tabulka ¢. 5. Amplifika¢ni program.

Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 0
MON 87411
primery: 87411 QF/87411 QR:
délka amplikonu: 109bp
Tabulka €. 6. Amplifika¢ni program.
Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 40
DP-004114-3
primery: PHN164689/PHN164190:
délka amplikonu: 80 bp
Tabulka ¢. 7. Amplifika¢ni program.
Faze Teplota (°C) Cas (9) Podet cyklt
Pocatecni denaturace 95 180 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 30 w0
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Kvalita DNA

Pro zavadéni, byla extrahovana DNA z CRM GM negativni kukutice (CRM 14/2016) az CRM
GM kukutic MON87403 (CRM 3/2019), MON87411 (CRM 2/2019) a DP4114-6 (CRM
9/2019, CRM 12/2019). U izolatt byla zméfena koncentrace (tabulka ¢. 8), otestovana kvalita
1 amplifikovatelnost DNA (obrazky ¢. 1 az 7).

Kritéria Cistoty dana pomérem A 260/280 byla splnéna u vSech izolati (doporuceny pomér
absorbanci je vrozmezi 1,7 az 2,0), u poméru A 260/230 jsou hodnoty také vyhovujici
(doporuceny pomér absorbanci je v rozmezi 1,6 az 2,2). Kvalita na gelu a koncentrace izolata

vyhovovala pozadavkim na analyzu a vSechny izolaty byly pro analyzy vyhovujici.

Tabulka ¢. 8. CRM 3/2019, CRM 4/2019, CRM 9/2019 a CRM 12/2019 - hodnoty

namérenych koncentraci a hodnoty urcujici ¢istotu vyextrahované DNA.

CRM Koncentrace A 260/A 280 A 260/230
ng/pl

MON 87403 A 126,4 1,88 2,16
CRM 3/2019 B 110,9 1,87 2,17
100 % GM m/m C 98,2 1,89 2,16
Izolace 11.3. 2019 D 93,7 1,88 2,17
E 80,1 1,87 2,10

MON 87411 A 74,8 1,87 1,99
CRM 2/2019 B 99,8 1,86 1,98
100 % GM m/m C 107,0 1,86 2,06
Izolace 8. 3. 2019 D 123,7 1,89 2,07
E 103,6 1,88 2,15

CRM 9/2019 A 173,9 1,89 2,14
VCO0-01981-5 B 233,7 1,89 2,19
1% GM m/m C 204,3 1,89 2,19
Izolace 18. 7. 2019 D 121.,6 1,87 2,15
E 188,2 1,88 2,18

CRM 12/2019 A 2494 1,89 2,21
VCO0-01981-5 B 120,0 1,86 2,20
0,1 % GM m/m C 128,0 1,86 2,17
L 1zolace 18. 7. 2019 D 166,3 1,88 2,19
E 156,7 1,88 2,17
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CRM 3/2019_MON 87403

KIMM A B CD E F MM 2el

Obrazek ¢. 1. Kvalita izolati DNA, CRM 3/2019 _ izolaty A, B, C, D, E, smés z 2.eluce.

MM - Load Precision Molecular Mass Standard, K|l — kontrola izolace.

CRM 2/2019_MONS7411

KIMM A B CD E F MM 2el

L

Obrazek ¢. 2. Kvalita izolatai DNA, CRM 2/2019_ izolaty A, B, C, D, E, smés z 2.eluce.
MM — Load Precision Molecular Mass Standard, KI — kontrola izolace.
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DP-4114-3
CRM 9/2019 CRM 12/2019

Ki MMA B C D E MM 2el KIMM A B C D E MM 2el

e e

Obrazek ¢. 3. Kvalita izolati DNA_CRM 9/2019 a 12/2019_ izolaty A, B, C, D, E, smés

z 2.eluce. MM — Load Precision Molecular Mass Standard, Kl — kontrola izolace.

5.2 Vnitfni gen kukufice

BT M50 S1 §2 M50 PK

Obrazek ¢. 4. Vnitini gen kukufice (225bp) - CRM 14/2016, izolaty S1 a S2, BT-

beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp, PK-CRM 15/2014.
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VG MONS87411_CRM 2/2019

BT Ki M50 A B C D E M5 PK

o= 250 bp
e e e eEEr T @,
150 bp

100 bp

50 pb

Obrazek €. 5. Vnitini gen kukufFice (225bp) - CRM 2/2019, izolaty A, B, C, D, E, smés
z 2.eluce, BT- beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp, KI — kontrola
izolace, PK-CRM 15/2014.

VG MONS87403_CRM 3/2019

BTKI M50 A B C D E M PK

250 bp
e S W00
150 bp

Obrazek €. 6. Vnitini gen kukufice (225bp) - CRM 3/2019, izolaty A, B, C, D, E, smés
z 2.eluce, BT- beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp, KI — kontrola

izolace, PK-CRM 15/2014.
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CRM 92019 CRM 12/2019

BT MS0A B C D E MO PKKI BT MS0A B C D E M5 PK KI

—

23000 o o e 5 -a%p-----
150 bp

50 bp

26.7
Obrazek €. 7. Vnitini gen kukuiice (225bp) - CRM 9/2019 a 12/2019 izolaty A, B, C, D, E,

smés z 2.eluce, BT- beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp, KI -
kontrola izolace, PK-CRM 15/2014.
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5.3 Screeningové elementy

U MON&87411 byla ovétena detekce screeningového elementu cp4epsps. Obrazek €. 8.

cpdepsps u MON 87411

BT NK M50 c=10 =5 M50 PK
AL Bl AVLB

Obrazek ¢. 8. cpdepsps (88 bp) - MON87411_CRM 2/2019, izolaty A, B; koncentrace DNA
Vv izolatu 10 a 5 ng/ul, BT- beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp, NK
— CRM 14/2016, PK-CRM 34/2012.

U DP-4114-3 byla ovétena detekce promotoru p35S. Obrazek €. 9.

p35S u DP-4114-3_CRM 9/201%

BT NK M0 A B A B M0 PK
c=10 c=3

Obrazek ¢. 9. p35S (123 bp) — DP4114-3 CRM 9/2019, izolaty A, B; koncentrace DNA
Vv izolatu 10 a 5 ng/ul, BT- beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp, NK

— CRM 14/2016, PK-CRM 24/2012.
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5.4 Spravnost stanoveni

U MONB87403, MON87411 a DP-004114-3 byla z izolatt (A, B) CRM 2/2019, CRM 3/2019 ,
CRM 9/2019 a CRM 12/2019 provedena PCR skoncentraci DNA Vv izolatu S5ng/ul
a s koncentraci DNA 10 ng/ul. Zkousky byly pozitivni. (obrazky ¢. 10 az 12).

MONS87411_CRM 2/2019

BTNKM0A B A B M
=10 =)

Obrazek ¢. 10. Stanoveni MONS87411 (109 bp), BT - beztemplatova kontrola,
M50-marker 50 bp, NK — CRM 14/2016, CRM 2/2019: Izolaty A, B v koncentracich 10 ng
DNA/ul a5 ng DNA/ul.
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MONS7403_CRM 3/2019

Obrazek ¢. 11. Stanoveni MON87403 (88 bp), BT — beztemplatova kontrola, M50-marker
50 bp, NK — CRM 14/2016, CRM 3/2019: Izolaty A, B v koncentracich 5 ng DNA/ul
a 10 ng DNA/ul.

DP-4114-3
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Obrazek ¢. 12. Stanoveni DP4114-3 (80 bp), BT — beztemplatova kontrola, M50-marker
50 bp, NK — CRM 14/2016, CRM 9/2019, CRM 12/2019: I1zolaty A, B v koncentracich 5
ng DNA/ul a 10 ng DNA/ul.
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5.5 Mez detekce stanoveni
MON 87411

Dale byla stanovena mez detekce metodou fedici fady s pouzitim izoldtu nemodifikované
genomické DNA kukutice (CRM 14/2019). Byla provedena amplifikace izolatu CRM 2/2019
0 obsahu modifikace 1 %, 0,1 % a 0,05 % m/m.

K amplifikaci a detekci produktu doslo ve vSech opakovanich. (obrazky ¢. 13 az 17).

Z vysledkt analyz vyplynulo, ze obsah modifikace MON87411 Ize detekovat na hladiné
0,05 % GM m/m
Mez detekce se ovétila provedenim péti nezavislych PCR (amplifikaci) zavadéné modifikace.

MON 87411 - CRM 2/2019 MON 87411 CRM 2/2019

M50 100% 10% 1% 0.1% 005% M50
BT NK M50 1% 0.1% 005% M50

.-
.~——
—
-——

-
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MON 87411_CRM 2/2019 MON 87411_CRM 2/2019

BT NK M50 1% 0.1% 0,05% M50

MON 87411_CRM 22019

BT NK M50 1% 01% 005% M50

Obrazky ¢. 13 az 17. Stanoveni MD transgenu MON87411 (109 bp), BT — beztemplatova
kontrola, NK — CRM 14/2016, M50-marker 50 bp. CRM 2/2019: 1 %; 0,1 %; 0,05 % GM
m/m. Amplifika¢ni kit REDTaq. PCR probéhla do koncentrace 0,05 % GM m/m.
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MON87403

Dale byla stanovena mez detekce metodou fedici fady s pouzitim izoldtu nemodifikované
genomické DNA kukufice (CRM 14/2019). Byla provedena amplifikace izolatu CRM 3/2019
0 obsahu modifikace 1 %, 0,1 % a 0,05 % m/m.

K amplifikaci a detekci produktu doslo ve vSech opakovanich. (obrazky ¢. 18 az 22).

Z vysledkt analyz vyplynulo, ze obsah modifikace MON87403 Ize detekovat na hladiné
0,05 % GM m/m

Mez detekce se ovétila provedenim péti nezavislych PCR (amplifikaci) zavadéné modifikace.

MON 87403 - CRM 312019 MON 87403_CRMS3/2019

LAl e e Mol M50 1% 0,1% 005% M50
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MO S0 ERMIZ01S MON 87403_CRM3/2019

T AT

0.1% 0.05% M50 BT NK M50 1% 0.1% 0.0

MON 87403 CRM3/2019

BT NK M50 1% 0.1% 0.05% M50

Obrazky ¢. 18 az 22. Stanoveni MD transgenu MON87403 (88 bp), BT — beztemplatova
kontrola, NK — CRM 14/2016, M50-marker 50 bp. CRM 3/2019: 1 %; 0,1 %; 0,05 % GM
m/m. Amplifika¢ni kit REDTaq. PCR probéhla do koncentrace 0,05 % GM m/m.
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DP-4114-3

Dale byla stanovena mez detekce metodou fedici fady s pouzitim izoldtu nemodifikované
genomické DNA kukufice (CRM 14/2019). Byla provedena amplifikace izolatu CRM 9/2019
0 obsahu modifikace 1 %, 0,1 % a 0,05 % m/m.

K amplifikaci a detekci produktu doslo ve vSech opakovanich (obrazky ¢. 23 az 27).

Z vysledku analyz vyplynulo, Ze obsah modifikace DP-4114-3 lze detekovat na hladiné
0,05 % GM m/m

Mez detekce se ovétila provedenim péti nezavislych PCR (amplifikaci) zavadéné modifikace.

DP-004114-3 _ CRM 9/2019 DP-4114-3 CRM 9/2019

BT NK M50 1% 01% 0.05% M50
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DP-4114-3 CRM 9/2019 DP-4114-3 CRM 9/2019

BT NK M50 1% 01% 005% N M0 1% 01% 005% M50

DP-4114-3 CRM 9/2019

BT NK M30 19

Béhem verifikace se postupovalo podle metod JPP (postupy ¢. 10252.1, 10255.1, 10257.1,
10259.1) a metod validovanych EURL. Zachovaly se sekvence primerd i amplifikaéni

programy.
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Z vyse uvedenych vysledki vyplyva, Ze testované certifikované referen¢ni materialy vykazuji

pruhy v pfislusnych mistech.

Detekovatelnost pruhtt DNA je zavisla zejména na koncentraci templatové DNA, kvalité
templatové DNA (zé&visi na zptisobu izolace, skladovani apod.), kvalité amplifikacnich primerd,

kvalité gelu, pouzitém interkalacnim barvivu a provedeni elektroforézy.

6 Zavér

Cilem prace bylo zavést metodu pro detekci novych genetickych modifikaci kukufic
MON87403, MON87411, DP4114-3 a rozsifit tak spektrum dosud stanovovanych genetickych
modifikaci v laboratoii OdMB.

Metody stanoveni MON87403, MONS87411, DP4114-3 byly zavedeny s mezi detekce 0,05 %
GM m/m.

Tyto metody se zatadi jako dal$i parametry pii zkouSeni pfitomnosti genetickych modifikaci

U vzorku krmiv a osiv.
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Zavedeni kvalitativni detekce screeningového elementu

CP4 epsps genu z Agrobacterium tumefaciens typ I a 11

Jana Stehlikova

Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédélsky
OdMB, Hroznova 2, 603 00 Brno

jana.stehlikova@ukzuz.cz

1 Uvod

Cilem prace bylo alternativni stanoveni screeningového elementu cp4epsps pomoci kvalitativni
duplexni PCR, ktera umozni vyhodnotit vzorky, jejichZ vysledky byly se stdvajicim stanovenim
sekvence useku mezi CTP2 z Arabidopsis thaliana epsps a CP4 epsps genem z Agrobacterium

tumefaciens (CTP2-Cepsps) problematické z divodu nespecifickych produkta PCR.

Cp4 epsps gen, ktery pochazi z Agrobacterium tumefaciens typ 1, 11, je sekvence, ktera koduje
enzym EPSPS (5-enolpyruvilsikimat-3-fosfatsyntaza). Tento enzym pochazi z Agrobacterium
sp., kmen CP4 a zpisobuje tkanove specifickou toleranci k herbicidu glyfosatu v celé rostling,

kromé pylu.

2 Princip

Zakladem metody detekce genetickych modifikaci je duplexni polymerdzova fetézova reakce
(dale PCR). Jedné se o bézné pouzivanou metodu, pii které dochazi k mnohonasobnému
zmnozeni konkrétniho pozadovaného tseku DNA. V tomto piipadé se jedna o klasickou

duplexni PCR s elektroforetickou detekci amplikonu na agar6zovém gelu.
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3 Material a metody

Pro zavedeni analyzy byly pouzity izolaty DNA z certifikovanych referen¢nich materiala
od The American Oil Chemists' Society (AOCS), od JRC, Institute for Reference Materials

and Measurements, European Reference materials ( ERM) a Sigma-Aldrich.

ERM-BF413ak, MON 810 Maize (nominal < 0,09 %) — laboratorni zna¢eni: CRM 3/2018.
ERM-BF412b, Bt-11 Maize (0,098 %) — laboratorni zna¢eni: CRM 4/2006.
ERM-BF412e, Bt-11 Maize (1,96 %) — laboratorni zna¢eni: CRM 2/2017.
ERM-BF413ck, MOM 810 Maize (0,49 %) — laboratorni znac¢eni: CRM 10/2014.
ERM-BF413ek, MOM 810 Maize (1,98 %) — laboratorni zna¢eni: CRM 11/2014.

AOCS 0609-A, non-modified soybean (pure) — laboratorni znac¢eni: CRM 11/2018.
ERM-BF410bk, GTS40-3-2 soya bean (0,1 %) — laboratorni znac¢eni: CRM 8/2016.
ERM-BF410dp, GTS40-3-2 soya bean (1 %) — laboratorni znac¢eni: CRM 2/2018.

AOCS 0304-A, non-modified rape, (Roundup Ready <0,05 %) — laboratorni znaceni:
CRM 5/2006.

Sigma-Aldrich GMO Genomic DNA Standard Set For Canola DNA GT73 (~ 1%) —
laboratorni zna¢eni: CRM 13/2019/1.

Sigma-Aldrich GMO Genomic DNA Standard Set For Canola DNA MS8XRF3 (~ 1%) —
laboratorni znac¢eni: CRM 13/2019/3.

AOCS 0304-B2, GT73/RT73 canola (pure) — laboratorni zna¢eni: CRM 4/2017.

AOCS 0804-B, cotton powder MON88913 (> 99,4 %) — laboratorni zna¢eni: CRM
27/2012.

AOCS 0906-D, cotton powder MON1445 (> 99,4 %) — laboratorni znac¢eni: CRM 30/2012.

AOCS 0210A, Soybean Monsanto Company Event MON87705 Powder (pure) —
laboratorni znac¢eni: CRM 13/2014.

AOCS 1208-A, soybean powder MON89788 (99,4 %) — laboratorni znaceni: CRM
34/2012.

AOCS 0406-D, maize powder MON88017 (> 99,05 %) — laboratorni znac¢eni: CRM
31/2012.

AOCS 0512-A2, maize powder MON87427 (>99,4 %) — laboratorni znaceni: CRM
16/2016.

Sigma-Aldrich GMO Genomic DNA Standard Set For Maize NK603 (~ 1 %) — laboratorni
znaCeni: CRM 6/2017/1.
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pfi zavadéni jednotlivych GM. Izolace byla provedena pomoci zavedeného komeréniho kitu
(NucleoSpin® Food — MACHEREY-NAGEL). Izolaty byly skladovany v hlubokomrazicim
boxu. U izolati DNA byla pfed pouzitim zmeéfena koncentrace a byly otestovany na

amplifikovatelnost DNA (obrazky €. 1,3,5).

3.1 Pristroje a pomiicky

Extrakce DNA

Véhy s ptesnosti 0,01 g.

Vodni lazen nebo termoblok, pfednostné s vibraci, tfepanim.
Centrifuga.

Minishaker, vortex.

Elektromagnetické michadlo S ohfevem.

Ptenosna UV lampa.

Digestof.

pH metr.

Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl, spicky s filtrem a bez filtru.
Plastové zkumavky s vickem o objemu (2 — 2,5) ml.

Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy material, stojanky na zkumavky,

odpadni nadoby.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza
Nizkoobjemovy spektrofotometr, vinové délky (230, 260, 280) nm.

Elektromagnetické michadlo s ohfevem.
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pH metr.

Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul, $picky s filtrem a bez filtru.
Plastové zkumavky s vickem o0 objemu (2 —2,5) ml.

Elektroforeticka vana, zdroj napéti, elektroforetické hiebinky.

Fotodokumentacni zafizeni se softwarem.

Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy material, stojanky na zkumavky,

odpadni nadoby.

PCR reakce — amplifikace
PCR box.

Minishaker, vortex.
Termalni cykler.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul a sterilni Spicky s filtrem i bez
filtru.

Plastové sterilni zkumavky, 0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml.
Vyrobnik ledu.

Lednice.

Mrazici box.

Latexové rukavice bezpudrové, obalovy materidl, stojanky na zkumavky, odpadni nadoby,

nadoba na uchovani ledu.
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3.2 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

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

Lysis Buffer CF.

Buffer C4.

Wash buffer CQW.

Wash buffer C5 (koncentrat).

Elution buffer CE.

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

Proteinase buffer PB.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza
Agarodza pro molekularni biologii.

Pracovni roztok 1 x TAE pro elektroforézu.

1% Pracovni roztok interkala¢niho barviva (ethidium bromid).
EZ Load Precision Molecular Mass Standard, BIO-RAD.

6 x Loading Dye Solution.

Elektroforeticky marker pro amplifikaty (napt. EZ LoadTM Molecular Ruler 50 bp PCR
Biorad).

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

PCR reakce — amplifikace

REDExtract-N-Amp™ Plant PCR Kit , vyrobce Sigma—Aldrich, univerzalni reakéni smés
pro PCR (dale REDEXxtact).
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Dalsi potiebné chemikalie nedodavané v Kkitech.

Voda vhodna pro PCR.

Dekontaminacni roztok pro oSetfeni ploch.

Amplifikacni primery:

Pro analyzy byly pouzity amplifika¢ni primery od firmy Generi-Biotech.

Primery pro vnitini (referenéni) gen séii, sdjovy lektin:
GMO-3: 5°>-GCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC G-3’
GMO-4: 5>-GCC CATCTG CAAGCCTTTTTG TG-3’

Vnitini (referen¢ni) gen kukutice — Skrobova invertaza:
IVRI-F: 5°-CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC-3’
IVRI-R: 5°-GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GAT C-3’
Vnitini (referen¢ni) gen fepky — cruciferin A:

MDB510F: 5°-GGC CAG GGT TTC CGT GAT-3’
MDB511R: 5’-CCG TCG TTG TAG AAC CAT TGG-3’
CP4epsps gen

CP4epsps I.F: 5°-GCA TGC TTC ACG GTG CAA-3’
CP4epsps I.R: 5°-TGA AGG ACC GGT GGG AGA T-3’
CP4epsps 11.F: 5°-GCA TGC TTC ACG GTG CAA-3°
CP4epsps 11.R: 5°-TGA AGG ACC TGT GGG AGA T-3°

3.3 Pracovni postup

Pro zavadéni byly pouZity postupy Jednotné pracovni postupy UKZUZ:
JPP 10252.1 Izolace DNA pro stanoveni GMO metodou PCR-kit Nucleospin Food,

JPP 10254.1 Provedeni polymerazové ftetézové reakce (PCR) pomoci kitu REDExtract
pro stanoveni GMO,

JPP 10255.1 Provedeni polymerazové ftetézové reakce (PCR) pomoci kitu RedTaq
pro stanoveni GMO,

JPP 10257.1 Gelova elektroforéza pro stanoveni GMO metodou PCR
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JPP 10259.1 (Vyhodnoceni vysledki stanoveni GMO metodou PCR).

Tabulka €. 1. SloZeni reakéni smési pro PCR pomoci kitu REDTaq® ReadyMix™ PCR

Reaction Mix (jednoducha PCR), vnitini gen kukuFice, vnitini gen séji, vnitini gen epky.

Slozka Koncentrace Finalni Objem
roztokt koncentrace (ul/reakce)

PCR voda 6,5
RedTaq PCR MIX 2 % 1x 12,5
Primer F 20 uM 0,4 uM 0,5
Primer R 20 uM 0,4 uM 0,5
Templatova DNA 10 ng/ul 50 ng 5
Objem smési v¢. templatu 25

Tabulka ¢. 2. SloZeni reakéni smési pro PCR pomoci kitu REDExtract-N-Amp™ Plant

PCR Kit (duplexni PCR), cp4epsps gen.

Slozka Koncentrace Finalni Objem (ul/reakce)
roztokll koncentrace

PCR voda 4.4

RedTaq PCR MIX 2X 1x 10

Primer F 1 20 uM 0,4 uM 0,4

Primer R 1 20 uM 0,4 uM 0,4

Primer F 2 20 uM 0,4 uM 0,4

Primer R 2 20 uM 0,4 uM 0,4

Templatova DNA 10 ng/pl 50 ng 4

Objem sm¢ési v¢. templatu 20
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Vnitini gen soji

Primery: GMO3 /GMO4
Délka amplikonu: 118 bp

Tabulka ¢. 3. Amplifika¢ni program.

Féaze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocatecni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 45
Annealing 57 50 35
Elongace 72 60
Zaveérecna elongace 72 355 1
Vnitini gen kukufice (Skrobova invertaza)
Primery: IVRI-F / IVRI-R
Délka amplikonu: 225 bp
Tabulka ¢. 4. Amplifika¢ni program.
Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocatecni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 50
Annealing 68 110 35
Extenze 72 120
Zavérecna extenze 72 300 1
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Vnitini gen iepky ( cruciferin A)
Primery: MDB510F / MDB511R

Délka amplikonu:101 bp

Tabulka ¢. 5. Amplifika¢ni program.

Féaze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocate¢ni dekontaminace 50 60 1
Pocate¢ni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
45

Annealing a elongace 60 60

CP4epsps gen

Primery: CP4epsps I.F / CP4epsps I.R

Délka amplikonu:108 bp

Primery: CP4epsps II.F / CP4epsps 11.R

Délka amplikonu:108 bp

Tabulka ¢. 6. Amplifika¢ni program.
Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
PocateCni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15

_ 40

Annealing a elongace 60 60

4 Vysledky a diskuse

Pro zavadéni byly pouzity extrakty DNA z CRM geneticky nemodifikované kukufice, so6ji

atepky. Déle pak z CRM geneticky modifikovanych plodin, které obsahuji nebo neosahuji
cp4depsps gen Vv rozsahu 0,1 % GM m/m az 100 % GM m/m (BT11, MON§10, MON 40-3-2,

GT73, RF3).
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Pro doplnéni byla ovéfena pozitivni detekce cpdepsps i u vSech dosud zavedenych GM plodin,
kde je cpdepsps deklarovan (NK603, MON87427, MON88017, MON87705, MON89788,
MON89013 a MON1445).

Tabulka ¢. 7. Shrnuti vysledku analyz.

CRM Kukufice BT11 BT11 MONB810 MONB810 Soja MON40-3-2
(% GM) CRM 3/2018 | CRM 4/2006 | CRM 2/2017 CRM 10/2014 | CRM 11/2014 | CRM CRM 8/2016
0
(0 %) (0,1 %) (2 %) (05%) (2 %) 11/2018 (0,1%)
©0%)
Deklar./ -I- -I- -I- -I- - - ++
stanov.
CRM MON40-3-2 | Repka GT73 GT73 RF 3 MON88913 | MON1445
CRM2/2018 CRM 5/2006 CRM CRM 4/2017 CRM CRM CRM
(1%) (0%) 13/2019/1 (100 %) 13/2019/3 27/2012 30/2012
(ccal %) (cca 1 %) (100 %) (100 %)
Deklar./ +/+ -/- ++ +/+ -/- +/+ +/+
stanov.
CRM MONB87705 MON89788 MONB88017 MONB87427 NK603
CRM CRM 34/2012 CRM 31/2012 | CRM 16/2016 | CRM 6/2017/1
13/2014 (100 %) (100 %) (100 %) (1%)
(100 %)
Deklar./ +/+ ++ ++ +/+ +/+
stanov.
4.1 Zavedeni stanoveni cp4 epsps

Spravnost byla vyhodnocena na zékladé vysledkd péti Casové nezavislych paralelnich

stanoveni. K amplifikaci a detekci produktu doslo ve vSech 10 opakovanich.

NiZe jsou na obrazcich €. 1, 3 a 5 vysledky amplifikaci vnitinich genta jednotlivych CRM.

Na obrazku ¢. 2. je fotografie elektroforetického gelu s vizualizaci vysledku amplifikace

sekvence cpdepsps pro CRM nemodifikované s6ji a CRM MON 40-3-2 (GTS40-3-2).
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Na obrazku ¢. 4 je fotografie elektroforetického gelu s vizualizaci vysledku amplifikace
sekvence cpdepsps pro CRM nemodikovanou kukutici, BT 11 (0,1 % GM a 2 % GM),
MON 810 (0,5 % GM a 2 % GM).

Na obrazku ¢. 6 je fotografie elektroforetického gelu s vizualizaci vysledku amplifikace
sekvence cp4epsps pro CRM nemodikovanou fepku, RF3 (cca 1 % GM), GT 73 (~ 1 % GM
a 100 % GM).

Délka amplikont obou part primert je 108 bp, na fotografiich elektroforetickych gelt je tedy

pfi pozitivni reakci pouze jeden band, ackoli jde o duplexni PCR.
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Obrazek ¢.1. Vnitini gen soji (118bp) - CRM 11/2018, 8/2016, CRM 2/2018; BT -

beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp.
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CP4epsps_108 bp

BT M50
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Obrazek ¢. 2. Stanoveni pritomnosti cp4epsps (108 bp) u MON 40-3-2 (0,1 % a1 % GM
m/m), BT —beztemplatova kontrola, NK — CRM 11/2018, PK-CRM 34/2012. M50-marker
50 bp. Amplifikacni kit REDExtract.

:

BT M50

S10TIE WD
B10TIE YD
00T YD
00T WD
LT0TIT WD
L10TIT YD
PIOTIOT WHD
PI0TITT D
PIOTITT D

Obrazek ¢. 3. Vnitini gen kukufice (225 bp) - CRM 3/2018, 4/2006, CRM 2/2017, CRM
10/2014, CRM 11/2014; BT — beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp.
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cp4 epsps

BT M50

LTOZIT ARD
LTOZIT WD
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FIOTIOT RO
I0TIOT WD
PIOZITT ARD
PIOTIT T WD

Obrazek ¢. 4. Stanoveni pritomnosti cp4epsps (108 bp) u BT11 ( 0,1 % a 2 % GM m/m)
a MON810 (0,5% a2 % GM m/m), BT — beztemplatova kontrola, NK — CRM 3/2018,
PK-CRM 34/2012. M50-marker 50 bp. Amplifika¢ni kit REDExtract.

VG repka_CruA

BT M50 Q2

900T(S WD
L10TH D
L10TH RO

EIGIOTIET D
[GTOTET WD

Obrazek ¢. 5. Vnitini gen Fepky CruA (101 bp) - CRM 5/2006, CRM 13/2019/3, CRM
13/2019/1, CRM 4/2017, BT — beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp.
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cpdepsps_108 bp

BT M350
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Obrazek €. 6. Stanoveni pritomnosti cp4epsps (108 bp) u RF3 (~ 1% GM m/m) a GT73
(~1% a 100 % GM m/m), BT — beztemplatova kontrola, NK — CRM 5/2006, PK-CRM
34/2012. M50-marker 50 bp. Amplifika¢ni kit REDExtract.

4.2 Ovéreni detekce cp4 epsps u GM plodin za vedenych
v OdMB

Na obrazku ¢. 7 je fotografie elektroforetického gelu s vizualizaci vysledku amplifikace
cpdepsps pro CRM modifikace NK603, MON87427, MON88017, MON87705, MON89788,
MONS89013 a MON1445. Vsechny tyto GM plodiny obsahuji sekvenci DNA pro CP4epsps.

Koncentrace v % GM m/m je uvedena v tabulce ¢. 7.
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Obrazek ¢. 7. Stanoveni piitomnosti cp4epsps (108 bp) u NK603, MON87427, MON88017,
MON87705, MON89788, MON89013 a MON1445, BT — beztemplatova kontrola, NK —
CRM 19/2014, M50-marker 50 bp. Amplifika¢ni kit REDExtract.

Béhem verifikace se postupovalo podle metod JPP (postupy ¢. 10252.1, 10254.1, 10255.1,
10257.1, 10259.1) a metody Qualitative PCR method for detection of CP4 epsps gene (Barbau-
Piednoir et al., 2014), JRC Compendium of Reference Methods for GMO Analysis. Byly

zachovany sekvence primert i amplifikacni programy.

Z vyse uvedenych vysledkt vyplyva, ze testovany certifikovany referen¢ni material vykazuje
pruh v ptislusném miste.

Detekovatelnost pruhtit DNA je zavislda zejména na koncentraci templatové DNA, kvalité

templatové DNA (zavisi na zptsobu izolace, skladovani apod.), kvalité amplifikacnich primerd,

kvalité gelu, pouzZitém interkalacnim barvivu a provedeni elektroforézy.
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3) Zavér

Cilem prace bylo zavést metodu pro detekci cp4epsps a rozsifit tak moznosti pii stanovovani
geneticky modifikovanych plodin v laboratoii OdMB.

Spravnost metody byla ovétena.

Kwvalitativni stanoveni genetickych modifikaci je zafazeno do postupi zkouSeni u vzorkt

Krmiv a osiv, nové bude doplnéno o variantu stanoveni parametru cp4epsps.
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