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1 Uvod

Nutnost kontroly, identifikace a verifikace odriidové pravosti u brambor je v Ceské republice
dana zékonem ¢. 408/2000 Sb. o ochran¢ prév k novym odriadam rostlin a plemenim zvitat.
Zakon upravuje prava a povinnosti, které vznikaji pti vytvoreni novych odrad a pii jejich
obchodnim vyuZivéani. Cely systém ochrany odriad popsany v tomto zakonu odpovida zasadam
Mezinarodni unie na ochranu novych odrad rostlin (International Union for the Protection of
New Varieties of Plants, ddle jen UPOV), ke které pocakem 90. let 20. stoleti pristoupilai Ceska
republika

Metoda identifikace zaloZzena pouze na morfologickych znacich rostlin a hliz neni prilis
objektivni pro zavislos téchto znakt na podminkéch prostiedi. Jako nejvhodnéjsi pro identifikace
odrad jsou pokladany stabilni znaky hlizy. Mezi tyto znaky, které byly Uspedn¢é vyuZity jako
genetické markery, patii rozpustné bilkoviny a enzymy hliz. Pro jejich stanoveni je vhodna
a ucinnd technika zonové elektroforézy na polyakrylamidovém nosici. Cilem prace bylo takovée
nastaveni experimentalnich podminek elektroforetické metody na polyakrylamidovém gelu
pro identifikaci odrad brambor pomoci bilkovinnych markert (metoda ,INTERNATIONAL
UNION FOR THE PROTECTION OF NEW VARIETIES OF PLANTS® - UPOV, TG/23/6-
Polyacrylamide gel electrophoresis methods for the analysis of patanins in potaoes), které

povede k dobré reprodukovatelnosti a optimalni kvalité elektroforetického zéznamu z hlediska
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rozliSeni a kontrastu. Ziskané elektroforetické spektrum hlizovych bilkovin je odradové
specifické, neméni se ani v hlizéch skladovanych po nékolik mésica v chladu, péstovanych
naraznych lokalitach, v raznych roé¢nicich, jakoz i v riznych péstebnich systémech (konvencné
nebo biofarmy). Metoda je dostatecné operativni - poskytuje vysledky do 48 hodin.
Elektroforegramy jednotlivych odrad byly zdigitalizovany a uloZeny do elektronické databaze
programu BIO-GENE.

2 Teoreticka ¢ast
2.1 Bilkoviny v brambor ach

Obvykle uvadéna stiedni hodnota obsahu tzv. hrubych bilkovin (dusikaté I&tky, obsah N x 6,25)
v cerstvé hmoté bramborovych hliz je cca 2 %; v suSiné pak kolem 10 %. Z dusikatych latek
v bramborové hlize tvoii bilkoviny priblizné 50 %; 15 % volné aminokyseliny; 23 % amidy
(asparagin a glutamin) a 12 % ogani dusikaté latky (glykoakaliody chaconin a solanin;
sekundarni metabolity acetylcholin, adenin, kadaverin, guanin, hypoxanthin, narkotin, trigonelin,

xanthin atd.). Podil bilkovin miZe ovsem kolisat ve zna¢ném rozpéti od 34 % do 70 % (3).

Co se tyka frakcionace bilkoviny z hlediska rozpustnosti, existuje shoda, Ze vétdina hlizovych
bilkovin patii mezi snadno rozpustné, kdy albuminova frakce zaujima 60 % a globulinova frakce
20 %.

Mezi bilkovinami bramborovych hliz prevazuje n¢kolik bilkovinnych skupin, nejéastéji jsou
uvadény nésledujici téi hlavni skupiny (3):

1. Patatin, neboli patatinovy komplex,

2. Proteazové inhibitory, které predstavuji (20 — 30) % extrahovatelnych bilkovin hliz brambor,

3. Bilkoviny svysokou molekulovou hmotnosti Ucastnici se syntézy Skrobu, napt. fosforyldza
sMr 80 kDa

Patatinovy komplex (patatin) predstavuje skupinu imunologicky identickych glykoproteina
s molekulovou hmotnosti (40 — 43) kDa. Tvoii (20 — 40) % rozpustnych bilkovin bramborovych
hliz a za béznych podminek se vyskytuje ve vyznamnych mnozstvich jen v hlizach. Studiem jeho
vlastnosti bylo zji&éno, Ze se jedna o dimer spiibliznou molekulovou hmotnosti 80 kDa.



Monomer je sloZzen z 366 aminokyselin. Jednotlivé patatinové bilkoviny (izoformy) jsou sice
imunologicky identické, ale na odradové Urovni mezi nimi byla zjisténa rozdilna nabojova
heterogenita. Pri elektroforetické separaci tak miZe byt zjis‘ovan rozdilny pocet pruha
(reprezentujici jednotlivé izoformy) v patatinové oblasti elektroforegramu. Existuje az 15
imunologicky identickych glykoproteinovych izoforem s podobnou hodnotou pl v rozmezi (4,6 —

5,2) apribliznou molekulovou hmotnosti monomeru (40 — 43) kDa. (3)

Patatin je v hlizach povaZzovan za zasobni bilkovinu senzymatickou aktivitou. Konkrétn¢ jde
o nespecifickou aktivitu lipid acyl hydrolazy (esterdzova aktivita), jak pro tvorbu voskovych
edtert, tak i pro deacylaci lipida a také o aktivitu acyl transferazy. Pozdgji byla zjigéna
homologie mezi patatinem a cytosolovou fosfolipdzou A2 a zcela nedavno byla patatinu pripsana
aktivita B-1,3-glukandzy. Jeho dalSi funkci je zigjmé i zapojeni do obrannych mechanismi
rostliny, coz potvrzuje inhibi¢ni efekt patatinu na rast larev, které jim byly krmené. Patatin ma
také vyznamné antioxidacni schopnosti, mezi antioxidacnimi latkami brambor je vyznamem

fazen na druhé misto za kyselinu L-askorbovou (1) a (3).

2.2 Elektroforeticka metoda

Pro separaci bilkovinnych markert v bramborové hlize se vyuziva metoda zonove vertikani
elektroforézy na gelovém nosi¢i. Jednd se o chemicky inertni a mechanicky sabilni
polyakrylamidovy gel (PAGE), ktery vznika polymeraci (viz obr.1) 40% roztoku monomerniho
akrylamidu a 2% roztoku bis-akrylamidu jako tzv. cross-linkeru. Jeho Uloha je vytvaiet 3D
miiZzkovou strukturu surcitou velikosti péri. Velikost pora je dana hmotnostnimi procenty
monomeru a cross-linkeru v roztoku v g/100ml (%T) a pomérem hmotnosti cross-linkeru a sumy
hmotnosti monomeru a cross-linkeru (%C). Jestlize se zvy3uje %T a %C je kongtantni, velikost
port se zmenduje. V pripadé konstantniho %T a meéniciho se %C bylo zjisténo, Ze velikost pora
je minimalni v piipadé 5%C, pii nizSich a vysSich hodnotéch %C se velikost péru zvétsuje. Tato
miiZzkova struktura gelu s definovanou velikosti pora omezuje pohyb migrujicich bilkovinnych
molekul a jejich schopnost projit témito pory zavisi na jejich velikosti a struktuie (7) a(5).
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Obr.1: Polymerizaéni reakce akrylamidu a bis-akrylamidu

2.2.1 Pufry

Bilkoviny jsou amfoterni slouceniny schopné nést jak kladny tak i zdporny naboj. Vétsina jejich
naboje pochézi z ionizace karboxylovych a aminovych skupin a je zavisla na pH okolniho média
(pufru) a na poctu a typu aminokyselin nesoucich tyto skupiny. Pro kazdou bilkovinu existuje
ur¢ita hodnota pH zvana isoelektricky bod neboli pl, kdy jeji molekula nema Zadny ndboj a je
elektricky neutrdni. Tato hodnota pl je pro kazdou bilkovinu specifickd. V pripadé vysSiho pH
pufru nez pl konkréni bilkoviny plati, Ze tato bilkovina m& zaporny naboj a v elektrickém poli
migruje ke kladné elektrodé (anodé) a u pH nizsiho nez pl bilkovinné molekuly dochazi k jevu
presné¢ opacnému. Pri elektroforetické separaci bilkovin zalozené na jejich mobilité je nutné
udrzovat konstantni pH roztoku atim i jejich mobilitu. Jelikoz se pti elektrolyze vody generuji
H"aOH", musi byt roztok pufrovan (4).

Elektrolytovy pufr vyznamné ovliviuje pribeh elektroforézy z hlediska nastaveni elektrickych
podminek, separace a rozligeni. Jeho vybér vice zavisi na druhu bilkoviny, kterou analyzujeme,
nez na konkrétnich pozadavcich elektroforézy.



Z hlediska sloZeni gelového a elektrodového pufru jsou vyuZivany v zésadé dva systémy

- tzv. kontinualni pufrovy systém, pouzivgjici stejny gelovy i elektrodovy pufr pii konstant-
nim pH. Obvykle je vyuZivan pro koncentrace bilkovin 1 mg/ml a vysSi. Pro tento systém lze
pouZit jakykoli pufr od pH 3 do pH 10. Jako vyhodné se jevi pouZiti pufra o nizké iontové
sile kvali minimalizaci produkce tepla. PtiliS nizka iontovad sila zase maZe zpusobit uréité
shlukovéni bilkovin a nedostatecnou separaci. Obecné se koncentrace elektroforetickych pufra
pohybuje od 0,01 M do 0,1 M. Mezi typické kontinudni pufrové systémy patii tris-glycin pH
(8,3—-9,5), tris- borét pH (8,3 —9,3) atris-octan pH (7,2— 8,5).

Vzorky jsou aplikovany piimo na gel, na kterém probiha frakcionace podle jejich mobility.
Sitka pési reprezentujici jednotlivé bilkoviny je uréena hlavng vyskou aplikovaného objemu
vzorku, coz limituje rozliseni, kterého Ize pii kontinudlni elektroforéze doséhnout. Redéné
vzorky proto kvuli detekci vyZzaduji velké objemy, coz mé za nédsledek relativné Siroké
pasy a nizké rozliseni. Kontinualni systém je tedy spiSe vymezen pro vysoce koncentrované
vzorky a ptili§ se nehodi pro separaci bilkovin bramborové hlizy pro jejich nizkou koncentraci

(4.

- Siroce rozsSifeny a oblibeny tzv. diskontinualni pufrovy systém, vyvinuty v roce 1964
Ornsteinem a Davisem. Obecné byl navrzen pro separaci s vysokym rozliSenim a dob-
rou ostrosti jednotlivych bilkovinnych pasi. Od kontinudlniho systému se liSi pouzivanim
raizného gelového a elektrodového pufru. Pufry se liSi sloZenim a odlisnym pH; gelovy ma
sloZeni trissHCI aelektrodovy tris-glycin s pH 8,3. Gel se skladda ze dvou ¢asti- Uzkého pésu tzv.
zaostrovaciho gelu (stacking gel) a SirSiho péasu, tzv. separacniho gelu (separation nebo
resolving gel). Zaostiovaci gel ma velké péry, pH gelového pufru je (6,7 — 6,8) a koncentrace
ionta vtomto pufru je 0,125 M trisu. Separacni gel ma malé pory, pH pufru je (8,8 — 8,9)
akoncentrace iont 0,375 M trisu (4).

Vzorky jsou nejprve aplikovany na Uzky pés tzv. zaostiovaciho gelu svelkymi pory, které
zpasobi to, Ze mobilita bilkovin je zavisa na jejich vysledném nédboji a ne na velikogti jejich
molekul. Na tomto zaostiovacim gelu se bilkoviny, jejichZ pl je mensi nez pH gelového pufru
(6,7 — 6,8), koncentruji a zaroven rovngji (stack) do extrémné Uzkych zon podle jejich

klesgjici mobility a bez ohledu na mnozstvi davkovaného vzorku. Zona téchto bilkovin je



seviena mezi vedouci zonu chloridovych ionti gelového pufru a koncovou zénu
glycinovych iontt elektrodového pufru. Tyto tii zony pomalu migruji kongtantni rychlosti
k anod¢ a k rozhrani zaostiovaciho a separacniho gelu. Bilkoviny, jejichz pl je vySSi nez pH
gelového pufru, migruji ke katodé a pro analyzu jsou ztraceny. Pfi vstupu téchto tii zdn
na separacni gel dojde k vyznamnému zpomaleni pohybu zony bilkovin v disledku malych
port tohoto gelu. V ten okamzik dochézi k ostrému narastu pH aZz na 9,5 nésledkem nahrady
pufru tris-HCl zatris-glycin. Malé chloridové a glycinové ionty nejsou limitovany velikosti
port, pricemZz mobilita glycinovych iontd se pii pH 9,5 zvySi natolik, Ze se posunou
zavedouci zénu chloridovych iontt, pied zpomalujici ionty bilkovin. Ty se zatingji postupné
separovat podle své individuani mobility zévisgjici na jegjich rostoucim naboji a velikosti
molekuly, pticemZ se pavodné velmi Uzké pésy bilkovin ze zaosttujiciho gelu pozvolna rozsituji

az na nekolik mm vlivem diflze a naredéni (4).

2.2.2 Elektrické veli¢iny

Elektrické veliciny, které se uplatiuji v elektroforéze, jsou elektricky proud | [A], napéti V [V],
odpor R [S] avykon P [W]. Jejich vzajemny vztah je dan dvéma zékladnimi rovnicemi:

V =1 xR (Ohmav z&on)
a

P=1xV neolilI?xR

Hlavni hnaci silou elektroforézy je sila elektrického pole, které je ustanoveno po aplikaci napéti
v systému, pricemZ rychlost molekuly je piimo imérna okolnimu napétovému gradientu. Plati,
Ze ¢im vySSi je napéti, tim vétsi je sila elektrického pole vyjadieného ve V/cm arychlegjsi prabeh
elektroforézy. Toho Ize vyuzit v aplikacich s intenzivnim pisobenim difuze. Nevyhodou je velka
produkce elektrické energie, ktera se meni vteplo. Aby nedo3o k destrukci analyzovanych
bilkovin, je proto doporucovano pouZivat chlazeni elektroforetické komory. Chlazeni takeé
redukuje tzv. smiling efekt (zakiiveni, prohnuti okrgat pasi jednotlivych bilkovin
na elektroforegramu), ktery vznika v dusledku rizné mobility v gelu zapricinéné Spatnym
odvodem tepla. Efektivita chlazeni ovem neni nekonecnd, a proto by mél byt vykon pomoci

napét'ového zdroje limitovan. Na napétovém zdroji 1ze nastavovat limity pro napéti, proud nebo



vykon. Béhem elektroforézy muaze byt limitni a zarovein konstantni pouze jeden ztéchto
parametri, ktery zéroven uréuje hodnoty zbylych dvou parametri. Vzgemné zavidosti mezi
témito parametry jsou obsaZzeny ve vySe uvedenych dvou zékladnich rovnicich. Vybér limitniho
parametru zaleZi na mnoha faktorech, hlavné ale na typu elektroforézy (kontinudlni versus
diskontinudlni), na poZadované dob¢ trvani béhu analyzy, na potrebé minimalizovat difuzi
bilkovin atd. Pro dosaZeni co nejlepsSich vysledkn s dobrou reprodukovatelnosti je vybér limitniho
parametru velmi daleZity (4) a (5).

Pro elektroforézu v kontinualnim a tudiZz homogennim pufrovém systému (stejny gelovy
i elektrodovy pufr) plati konstantni vodivost i odpor po celou dobu analyzy. Je-li vodivost
(odpor) kongtantni, pak podle vySe uvedenych rovnic bude napéti imérné proudu a vykon se
bude rovnat druhé mocniné proudu. Z toho vyplyva, Ze vysledek elektroforézy bude stejny
bez ohledu na to, ktery z parametra je zvolen konstantnim. Z historickych a praktickych davodu

jek regulaci elektroforézy v homogennim pufru ve vétSing pripadi pouzivano napéti (4) a(5).

Pro systém tzv. diskontinualni elektroforézy obecné plati, Ze béhem analyzy stoupa odpor, at’ jiz
je nastaven konstantni proud nebo napéti. U vertikéni elektroforézy pouzivané pii analyze
bilkovin se sila elektrického pole pohybuje v rozmezi (10 — 20) V/cm nebo (15 — 25) mA/mm
tloustky gelu.

P konstantnim napéti klesa béhem analyzy proud, vykon a produkce tepla se zvy3ujicim se
odporem. To ma ale za ndsledek zpomalovani separace a zhorSovani naleZitého rozliSeni kvili
vzrastu ¢asu a zvétSovani difuse.

Limitni nastaveni proudu jako konstanty se na prvni pohled jevi jako problematické hlavng kvili
vzrigtajicimu napéti, vykonu a nasledné i produkci tepla. Nicméné behem diskontinualni
elektroforézy neni napéti rovnomerné rozlozeno po celém gelu, kde jsou oblasti s nizkou
iontovou silou, kterd zpasobuje intenzivni a silné elektrické pole. Prakticky to znamend, Ze napéti
je rozprostieno pies zvydujici se vzdalenost atim je tolerovan zvyaujici se vykon. Toto je také
duvod, pro¢ je kongtantni proud mozné pouzit pro diskontinualni elektroforézu, nejlépe oviem
sucinnym chlazenim.Vyhodou tohoto nastaveni je kratky ¢as analyzy a eliminace pasobeni
difuze, coz ma za nésledek lepSi rozliSeni zaznamu (4) a (5).



2.2.3 Zpracovani a vyhodnoceni elektroforegrami

Poloha jednotlivych pii¢nych pasi na elektroforegramu reprezentujici jednotlivé bilkoviny nebo
skupiny bilkovin je definovana tzv. REM (relative mobility) jako pomér vzdalenosti pasu
od startu  k celkové vzdélenosti od sartu do cile analyzy. Kazdy pas ma tedy svoji
charakteristickou REM, kterd ho identifikuje (4).

V praxi ovSem dochézi k posunu identickych pasti a tim i samozigimé ke zméné jejich REM
dokonce i vramci jedné analyzy, kdy na jedné gelové desce probih& soucasné analyza jedné
odrudy v nékolika opakovanich, pricemz kazdy podény sloupec na zaznamu reprezentuje jedno
opakovéni. Tyto zmény REM identickych pasi mohou zptasobovat problémy v jejich jedno-
zna¢né identifikaci, zvlé&té vtom pripadé, kdy je nékolik pasi umisténo tésné vedle sebe.
Z tohoto davodu je problematickd i identifikace jednotlivych odrid, jejichZz elektroforegramy
jsou spiidusSnymi REM jednotlivych charakteristickych pési uloZeny v elektronické databazi
BIO-GENE.

3 Experimentalni ¢ast

3.1 Metoda UPOV pro identifikaci bramborovych odrad pomoci bilkovinnych
mar keri (6)

3.1.1 Princip metody

Z hliz se pomoci extrakéniho pufru a odstiedivky zisk& bilkovinny extrakt, ktery se primo

aplikuje na elektroforeticky gel ve vertikéini komore zonoveé elektroforézy.

3.1.2 Chemikélie

Pokud neni uvedeno jinak, jsou chemikalie elektroforetické cistoty nebo ¢istoty pro molekularni

biologii.

Pro pripravu bilkovinného extraktu
- Amidoc¢ern 10 B,

- Siti¢itan sodny (Na,SOs) p.a.,

- Disiti¢itan sodny (N&:S;0s) p.a.,

- Sacharoza p.a



Pro elektroforézu

- 40% roztok akrylamidu (toxicka chemikalie s karcinogennim ucinkem),
- 2% roztok bisakrylamidu,

- Peroxodisiran amonny (NH,4),S;0gs (APS),

- Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane (TRIS),
- Tetramethylethylenediamine (TEMED),

- Glycin,

- Sacharoza p.a,

- Bromfenolova modk,

- Ethanol,

- Kyselina chlorovodikovéap.a HCI,

- Deionizovana voda.

Pro vybarvovani patatinu

- Coomassie modi G 250,

- Coomassie modi R 250,

- Kyselinatrichloroctova (TCA),
- Kyselinaoctovap.a,

- Methanol p.a.,

- Glycerinp.a.,

- Deionizovana voda.

3.1.3 Pristrojea pomicky

Pro p¥ipravu vzorku

- Mrazék s nagtavitelnou teplotou — 21 °C anizsi,

- Chlazena centrifuga (3000 otasek, 10 °C),

- Centrifugacni zkumavky,

- Zkumavky Eppendorf,

- Pipety, $picky, odmeérné bariky, kadinky, zkumavky.



Pro elektroforézu

- Elektroforeticka komora pro dva gely, vertikalni systém, (OWL, model PODS),

- Zatizeni pro nalévani gelu, (OWL, model PODS),

- Napét'ovy zdroj — EPS 610 (Amersham Pharmacia Biotech),

- Termogtat svngjsi cirkulaci pro chlazeni elektroforetické komory CTBO6C (Labio),
- pH metr OP — 208/1 (Radelkis), elektroda, pufry,

- Analytické véhy,

- Lednice,

- Elektroforeticka skla, satky na nalévani gela,

- Mikropipeta na davkovani vzorku (10 pl),

- Pipety, 3picky, kadinky, odmerné barky,

- Spacery - tloud’ka 1,5 mm; metoda UPOV uvadi tloustku 1 mmaz 1,5 mm,

- Hiebinky -15-ti jamkové, tloustka 1,5 mm; metoda UPOV uvadi tloustku 1 mmaz 1,5 mm.

Pro vybarvovani patatinu

- Trepackar kyvacka Assistent,

- Misky na vybarvovani gelti, misky na promyvani gela,
- Celofan, skla na suSeni vzorki,

- Plastové lopatka na sundavani gelu.

Pro vyhodnoceni vzor ki

- Fotodokumentacni systém VILBER LOURMAT, model DP — 001.FDC,
- Pogita¢ s programem BIO GENE,

- Diskety.
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3.1.4 P¥ipravavzorku
Extrakéni roztok A

- Sifi¢itan sodny Na,SOs 5,00g;
- Disiti¢itan sodny NaxS;0s 3,759;
- Voda deionizovana 100 ml.

Pripravuje se denné cerstvy.

Extrakéni roztok B

- Sacharoza 500 g;
- Amidocern 10 B 0,3g;
- Voda deionizovana doplnit do 1000 ml.

Uchovava se v chladni¢ce pri 6 °C .

Extrakéni roztok C
- Extrakeni roztok A 10 ml;
- Extrakéni roztok B 100 ml.

Pripravuje se denné cerstvy.

Jeden vzorek (tj. jedna odruda) predgtavuje 10 hliz.

Omyté a osuSené hlizy se nechaji zmrazit na minus 20 °C. Po rozmrazeni pri pokojové teploté se
z nich do zkumavky vymacka 3,0 ml &éavy, prida 0,8 ml extrake¢niho roztoku C, promicha a da
odstredit do chlazené odstiedivky (3000 otasek; 15 minut; 10 °C). Cisty pripraveny extrakt se
prelije do zkumavek Eppendorf 1,5 ml a da zamrazit minimalng na minus 21 °C nebo niZsi.

3.1.5 Priprava pufri, roztoka a gela
Pro praci se pouziva dvouvrstvy gel (horni tzv. zaostrovaci gel a dolni tzv. separacni gel).

Zaostiovaci gelovy pufr

-TRIS 16,0 g;
- Bromfenolova modt 100 mg.
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Rozpusti se v deionizované vodé, doplni na objem 1000 ml a upravi pH na 6,7 (HCI). Pufr se

uchovéavayv lednici.

Roztok pro pripravu zaostirovaciho gelu

- Zaogtrovaci pufr 280 ml;
- 40% roztok akrylamidu 45 ml;
- 2% roztok bisakrylamidu 73 ml;
- Deionizovana voda 150 ml;
- Sacharoza 80 g.

Roztok se uchovavav lednici.

Seper aéni gelovy pufr
-TRIS 7549

Rozpusti se v deionizované vodg, doplni na 1000 ml a upravi pH na8,9 (HCI). Pufr se uchovava

v lednici.

Elektrodovy pufr

-TRIS 520;
- Glycin 350.

Rozpusti se v deionizované vodé, doplni na objem1000 ml, nech& vychladit v lednici. Pufr se

pripravuje denné cerstvy, dale se neredi. Metoda podle UPOV uvédi dalsi 20ti ndsobné fedéni.

2% roztok peroxodisiranu amonného (APS)
- APS 0449

Rozpugti sev deionizované vodg, doplni na objem 20 ml. Roztok se pfipravuje denng cerstvy.

Priprava separaéniho gelu (mnozstvi chemikalii odpovida pripravé 2 geli)

V kédince nebo jiné vhodné nadob¢ se smichaji

- Separacni gelovy pufr 30 ml;
- 40% roztok akrylamidu 7ml,
- 2% roztok bisakrylamidu 6,5 ml;
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- Deionizovana voda 7ml.
Pak pomalu promichame a pridame

- TEMED 50 ul;
- 2% roztok APS 3ml.

Pridavek téchto chemikdlii iniciuje polymeracni reakci.

Mezi rovné a vykrojené sklo vloZzime po stranach spacery a celou sestavu vloZime do s&ku.
V zatizeni na odlévani gelu (caster) 1ze najednou pripravit 1 aZz 4 gely o rozmérech cca 14 cm
(Sitka) a 1,5 cm (tloustka).

Gel s opatrné nalije mezi skla asi 3 cm od horniho okragje skla, pielije se 10% roztokem
ethanolu. Doba polymerace je (15 — 25) minut pii pokojové teploté. V gelu se nesmi utvorit
vzduchové bubliny. Potom se skla vyndaji ze sacku, ocisti, slije se etanol a povrch se oplachne
deionizovanou vodou, osuSi a upevni do elektroforetické komory.

Priprava zaostfovaciho gelu (mnoZstvi chemik@lii odpovida piipravé 2 geli)

V kédince nebo jiné vhodné nadob¢ se smichaji

- Roztok pro pripravu zaostrovaciho gelu 15 ml;

- TEMED 60 pl;

- 2% roztok APS 375 pl.

Opatrné se zamicha, nalije se na separaéni gel a velmi opatrné se zasune hiebinek. Mezi
hiebinkem a separacnim gelem musi zastat asi 1,5 cm vrstva zaostfovaciho gelu. Doba
polymerace je (15 — 25) minut pii laboratorni teploté. Pak se hiebinek opatrné vyjme, jamky se
naplni elektrodovym pufrem.

3.1.6 NanaSeni vzorki

10 ul rozmrazeného extraktu vzorku se nanese mikropipetou do siedu jamky naplnéné
elektrodovym pufrem. MnoZzstvi vzorku zavisi na Sitce zubu hiebinku, kterd je ptimo umérna
velikosti jamky vytvorené jeho otiskem v gelu. Metoda UPOV udava mnozstvi davkovaného
extraktu vzorku (3 — 6) pl v zavisosti na velikosti hiebinkove jamky. Elektroforeticka komora se
naplni elektrodovym pufrem a uzavie.
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3.1.7 Elektroforéza
Parametry nastaveni vhodné pro tento typ elektroforézy

Proud

80 mA pii zaogtieni; 160 mA pro rozdéleni v separacnim gelu pro 2 gely;

40 mA pti zaostieni; 80 mA pro rozdéleni v separacnim gelu pro 1 gdl.

Plati pro gel o Sifce 13,5 cm atlous’ce 1,5 mm.

Metoda UPOV uvadi 40 mA pii zaostteni; 80 mA pro rozdéleni v separacnim gelu pro 1 gel

o Sitce 11 cm atlous’ce 1 mm.

Napéti
300 V.

Teplota
(5-10) °C.

Migraéni pohyb
Od katody (-) k anodg (+).

Migraéni vzdalenost
Je 6 cm od rozhrani zaostiovaciho a separaéniho gelu po sméru migra¢niho pohybu. Pro indikaci
¢ela zony atim i pro sledovani migracniho pohybu pouzivame bromfenolovou modi pridavanou
do zaogttovaciho gelu.

3.1.8 Vybarvovani patatinu

Zasobni vybarvovaci roztok

- Coomassie modi G 250 0,25¢;

- Coomassie modi R 250 0,754g.

Rozpusti sev deionizované vodg, doplni na objem 100 ml a hodinu tiepe. Pred pouZitim se dobie
promich&
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Vybarvovaci roztok

Ve vhodné nadobe (ké&dinka, erlenmyerova banka atd.) se smichaji

-TCA 120 g;

- Kyselina octova 140 mi;
- Methanol 300 ml;
- Deionizovana voda 1650 ml;
- Z&sobni vybarvovaci roztok 50 ml.

Gely se prenesou pomoci plastové lopatky do vybarvovaciho roztoku (as 300 ml), oznati
raiznym sefiznutim rohu a nechgji se 3 hodiny kyvat na kyva¢ce. Potom se nechaji pies noc
ve vybarvovacim roztoku bez kyvani.

Pak se promyvaji nakyvatce 2 x 30 minut ve vodg, potom 1 x 30 minut v 2% roztoku glycerinu.
Nakonec se elektroforegramy vlozi mezi celofan navihceny 2% roztokem glycerinu a nechaji se
vyschnout na sklenéné desce. Takto piipravené jsou vhodné pro uskladnéni a zdigitalizovani

pomoci dokumentacniho systému.

3.1.9 Zpracovani a vyhodnoceni elektr oforegrami

Optimalizovanou tzv. UPOV metodou byly ziskany elektroforegramy 143 odrad brambor.
Ke kazdé odradé byl piitazen jeden sloupec (jedno opakovani) odridy Solara, jako referencni
vzorek, jehoz ziskané a datisticky zpracované hodnoty REM 10 identifikovanych pasi se
pouZivaji jako srovnavaci pro vypocet hodnot REM realnych vzorku. Statistické zpracovani bylo
provedeno pomoci software STATISTICA (NRL-OMB Brno), viztab.1 a2, obr. 2a3.

Z uvedenych obrazka atabulek vyplyva, Ze se jedna o normalni a symetricka rozdéleni, kde jako
referencni hodnoty REM vSech charakteristickych pasi odrady Solara byly vzaty pramery jejich
datovych souborti (8).

Extrakty vzorki odriidy Solara ze sklizng 2004 byly zamrazeny pii — 25 °C a pak zpracovany
priblizné v prabéhu jednoho roku. Béhem této doby nebyly zaznamenany Zadné zmény v poctu,

vzgemné poloze a Siice jednotlivych, charakteristickych bilkovinnych pési.
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Tab.1:

Hodnoty REM charakteristického pasu €. 5 referenéniho vzorku (Solara) u 143 odrid
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Obr. 2: Priazkumova analyza hodnot REM pasu ¢. 5 - histogram
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Normal P-Plot: 5

Expected Normal Value

_4 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0.30 0.31 0.32 0.33 0.34 0.35 0.36 0.37 0.38 0.39 0.40

Value

Obr. 3: Priazkumové analyza hodnot REM pasu ¢. 5 - Q-Q graf

Mean 0,346175 Sum 49,50300 Range 0,080000
Median 0,345000 Minimum | 0,307000 Quartile 0,015000
Geometric | 0,345942 Maximum | 0,387000 Variance | 0,000162
Harmonic | 0,345710 Lower 0,339000 Std.Dev. 0,012747
Confidence| 0,344068 Upper 0,354000 Standard | 0,001066
Mode 0.339000 Percentile | 0,327000 Skewness | 0,208355

Tab. 2: Zakladni statistické charakteristiky souboru hodnot REM péasu €. 5
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Zména koncentrace elektrodového pufru

Podle pivodni metody UPOV trvala analyza nestandardnich ¢tyii a pal hodiny. Analyzou pticin
tohoto problému byla jako kriticky faktor vyhodnocena nizké iontova sila elektrodového pufru.
V pivodni metodé je uvedeno jeho 20- ti néasobné fedéni. Redéni bylo postupné sniZovano
nallx; 4 x; 2 x a bez fedéni. S vysSi koncentraci elektrodového pufru se zkracovala doba
analyzy az na prijatelnych cca 50 minut. Tohoto vysledku bylo dosaZeno s nefedénym pufrem.
Uroven fedéni nemela zédny podstatny vliv na kvalitu zéznami, které se z hlediska rozdéleni
arozligeni jednotlivych pési jevily jako identické.

Nevyhodou fedénych pufric smensi iontovou silou je i pokles proudu béhem analyzy v tzv.
zaostrovacim pufru pod nastavenou limitni hodnotu pii sou¢asném vzriastu napéti a2 na nastaveny
limit, ktery se pak stava konstantnim. Je proto nutné snizovat limitni hodnoty nastaveného

proudu, coz méa za nadsledek neimerné prodluzovéani doby analyzy.

4.2 NanaSeni vzorki

Predchozim optimalizatnim krokem, kdy elektrodovy pufr nebyl tedén, bylo sice dosazeno
prijatelné doby analyzy, ale nezménila se kvalita zaznamu. Dale m¢l Spatné rozligeni, okraje past
byly neostré, rozpité a mnohdy nikoli ve tvaru pasu, ale kapky. Pasy spolu v nékterych piipadech
splyvaly (viz. obr. 4) abyly proto velmi obtizn¢ vyhodnotitelné.

Spickou pipety nanesen do horni ¢ésti tzv. jamky vytvorené v gelu hiebinkem a naplnén
elektrodovym pufrem. Nedochézelo tak k dokonalému a rovnomérnému rozptyleni vzorku
v celém prostoru jamky (zejména u dna) a jeho nasledné snadné penetraci gelu, ale spie jen
v horni ¢asti jamky. Davkovéani bylo proto pozmeneno tak, Ze Spicka mikropipety byla zasunuta
az ke stiedu dna jamky a pak vzorek vypudtén. Ten se pak podstané lépe a rovnomerngji
rozptylil v celém prostoru jamky. Kvalita zaznamu, predevsim rozliSeni jednotlivych pésa, se
vyrazn¢ zlepSila. Takto davkované vzorky jiZz tvorily ¢arové popr. obdélnikové pésy (podle

mnoZzstvi bilkovin) — viz. obr. 4.
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Obr. 4: Prvnich 5 sloupci zleva — piivodni zpiasob davkovani vzorku

6 — 10 sloupec zleva — optimalizovany zpuasob davkovani vzorku

DalSim optimalizacnim krokem pii nanaSeni vzorka bylo jeich davkované mnoZstvi v podobe
extraktu. MnoZstvi davkovaného extraktu zavisi na velikosti jamky, jejiz velikost urcuje Siikka
zubu hiebinku a jeho tloutka. V naSi aplikaci byl pouzit 15 jamkovy (zubovy) hiebinek
o tlougt’ce 1,5 mm a Sitce zubu 6 mm.

Nejdiive bylo vyzkouSeno nandSeni malych mnozstvi extraktu dle metody UPOV, tj. (3; 4; 5) ul.
Dochézelo k tomu, Ze bilkovinné pasy na elektroforegamu u jednotlivych opakovani vzorku
nepokryvaly celou Sitku sloupce danou Sitkou zubu hiebinku (6 mm). P nandSeni vétSich
mnozstvi extraktu- postupné (6; 8; 10; 12; 14) ul, bylo ze zdznamu vizualné zji&eéno, Ze optimalni
objem extraktu pro velikost nasSi jamky byl (8 — 10) pl. Pfi objemech vySSich nez 10 pl byly pésy

piilis Siroké, nékteré se dokonce prekryvaly azaznam byl hite citelny. Bylo tzv. piedavkovano.

Metoda UPOV uvadi pouZivat gel o tloustce (1 — 1,5) mm. Tento rozmér je uréen tloustkou tzv.

spaceru, ktery se vklada mezi dvé elektroforeticka skla v zatizeni na odlévani gelt (caster).
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Byly vyzkouSeny dvé varianty sily gelu, tj. 1 mm a 1,5 mm. Jednomilimetrové gely se
pii jakékoli manipulaci velice snadno trhaly atim se staly prakticky nevyhodnotitelnymi. U gelu
sily 1,5 mm se problémy s jejich poskozenim pii manipulaci vyskytly jen ojedingle.

4.3 Elektrickeé vei¢iny

Metoda UPQOV udava tyto elektrické podminky platné pro jeden gel o Sitce 11 cm a tloustce
1 mm

- Konstantni proud 40 mA pro zaogtiovaci gel;

- 80 mA pro separatni gel;

- Nastaveni napéti na 300 V;

- Nastaveni vykonu na 100 W.

Za téchto podminek dochézi ve fézi zaostiovacino gelu k narustu vykonu, vysSi produkci tepla
azvySovani napéti. Se vzrastagjicim napétim stoupa i intenzita elektrického pole atim i rychlost
pohybu molekul. Analyza ma rychlejsi prabeh a je eliminovén vliv piipadné difuse. Ve fazi
separacniho gelu dochazi zvySenim hodnoty proudu na dvojnasobek (80 mA) k tomu, Ze limitni
konstantou je napéti a naopak proménnou proud. Za téchto podminek dochézi k poklesu proudu
apoklesu vykonu. Nasledkem je zpomalovani pohybu molekul a tim i separace jednotlivych

bilkovin. Zvét&uje se vliv difuse a zaroven i zhoruje rozliSeni jednotlivych bilkovinnych pést.

Bylo potieba ovérit nastaveni  elektrickych podminek zefména z davodu pouZivani
elektroforetické desky svétSimi rozmery gelu- Sirka 13,5 cm a tloustka 1,5 cm. VEtSi rozmery
gelu by logicky vyZadovaly nastaveni vySSich hodnot eektrickych velicin tak, aby byly
dogaecné na generaci elektrického pole vrozmezi (10 — 20) V/cm Sitky gelu nebo
(15 -25) mA/mm tloustky gelu tak, jak je uvedeno v kapitole 2.2.2. (Teoreticka cast, Elektrické
veliciny). Déle bylo potieba ovéfit, zda pii pouziti doporuc¢enych hodnot elektrickych velicin
v metodé UPOV nedochazi natomto vétsim gelu k piilisnému zpomalovani separace, zvétSovani
vlivu difuze atim nedostatecnému rozliSeni v separacnim gelu.

V préci bylo vyzkouseno nastaveni limitnich hodnot proudu v zaostiovacim gelu na (35; 40; 45;
50) mA, piicemz pro separacni gel byly pouzity dvojndsobné hodnoty (70; 80; 90; 100) mA.
V druhé fézi, na separacnim gelu, je konstantnim faktorem napéti a nastavenych hodnot el.
proudu (70; 80; 90; 100) mA se nedosdhne. Dochazelo shodné ve vSech pripadech k jeho poklesu
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na hodnoty (30 — 40) mA. Bylo zjisténo, Ze nastavené hodnoty elektrického proudu
v zaostrovacim gelu i separacnim gelu nemély podstatny vliv na kvalitu zaznamu (rozligeni, tvar
a ostrost okraju pasi), separace se nijak vyznamné nezpomalovala a nezvétSoval se vliv difuse.
Doporucené hodnoty UPOV metody platné pro 11 cm Siroky a 1 mm silny gel byly tedy

akceptovatelné i pro nami pouzivany gel o rozmérech 13,5 cm Siiky a 1,5 mm tloustky.

4.4 Tvorbadatabaze

Pii tvorbé databdze se ukézaly dva zésadni problémy. Prvnim byla neexistence komeréné
dostupného referencniho materidlu s deklarovanymi hodnotami REM pési bilkovinnych markert
odrad brambor. Druhym problémem byla velk& variabilita (viz. Teoreticka ¢ast, 2.2.3 Zpracovani
a vyhodnoceni elektroforegrami) téchto hodnot, a’ uZz za podminek opakovatelnosti nebo
reprodukovatelnogti, ktera prakticky znemozZnovala jejich jednoznaénou identifikaci pomoci
databaze.

Tato variabilita REM hodnot je dana mnoha faktory, at’ uz se jednd o podminky v ramci jedné
analyzy, kdy jsou paraleiné analyzovany dva gely v elektroforetické komoie nebo analyzy
zapodminek reprodukovatelnosti sveétsim ¢asovym odstupem. Nekteré 1ze identifikovat (napr.
nezcela shodnd vyska separacniho gelu pii nalévani v kazdé analyze, nestejna vy3ka
zaostrovaciho gelu po zasunuti hiebinku — pouze vizualni kontrola; prepinani chodu elektroforézy
z elektr. parametri pro zaostrovaci gel na parametry pro separacni gel; konec analyzy — ne presné
stejna doba pro prepnuti resp. vypnuti obou gelt; nezietelné ohrani¢eny zacétek analyzy pri
odgranovani zaostrovaciho gelu pied vybarvovanim zaznamu; mozZnost rizného zasitovani
cerstvé pripravovanych gelt a z toho vyplyvajici i urcita variabilita elektrickych parametra atd.).
Tyto faktory nelze zasadn¢ eliminovat. Jsou dany podstatou a zpusobem provedeni metody
zonové elektroforézy. Jejich vliv na variabilitu REM hodnot Ize jen redukovat rutinnim

provadénim analyz s vysokou preciznosti.

Bylo potieba docilit konstantnich hodnot REM bilkovinnych pési pro zaneseni do databéze.
Podstata ieSeni spocivala v paralelni analyze tzv. kontrolniho neboli referencéniho vzorku, ktery
byl nanesen v jednom nebo neékolika opakovanich na gelovou desku srednym vzorkem jedné
odrady. Pfi velkém poctu odrid se ziskd i dogaecny pocet REM hodnot kaZzdého pasu
referencniho vzorku pro statistické zpracovéani, jehoz vysledkem je referencni vzorek spevné
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danymi hodnotami REM pro kazdy pas. Celkem byly provedeny 143 analyzy referenéniho
vzorku, které byly datisticky zpracovéany (viz. Experimentalni ¢ast, 3.1.9 Zpracovani
avyhodnoceni elektroforegramt). Pti vyhodnocovéni redlnych vzorkt jsou tyto hodnoty REM
referencniho vzorku brény jako srovnavaci, podle nichz software vypocte hodnoty REM realného
vzorku, pricemz nezdlezi natom, jakou hodnotu ma REM kazdého pésu odrudy v této nebo jiné
nasledné analyze. Je tak zaji&éna neménnost téchto dat v databézi pro kazdy pas kazdé odrudy
avyloucen vliv jegjich $patné opakovatelnosti i reprodukovatelnosti. UloZeni takovychto REM
hodnot do databaze umoZziuje identifikaci odrad.

Pro spravné a reprodukovatelné vyhodnoceni elektroforegramu je dileZité uréeni startu a konce
analyzy. Jak jiz bylo receno, z poméru vzddenodi (pas — gart) : (start — konec) analyzy je
pomoci software vypoctena hodnota REM kaZzdého pasu. Podle uréeni startu a cile byla
vypocitana hodnota REM.

Jako dogtatecné reprodukovatelny a vhodny zpusob uréeni startu a konce analyzy bylo zvoleno
hodnoceni podle prvni a posledni barevné stopy, kterou vzorek zanechal na zaznamu a ktera je

viditelnd az po vybarveni vzorku ve vybarvovacim roztoku.

5 Zavér

Pro optimalizaci pavodni UPOV metody vzhledem ke kvalité elektroforegramu byla zménéna
koncentrace elektrodového pufru a byl zménén zpasob dévkovani vzorku. Byla optimalizovana
velikogt (tloustka) gelu a mnozstvi nandSeného vzorku vzhledem k pouzivanému zatizeni.
Nakonec byl ovéfen vliv rizného nastaveni elektrickych velicin na pribeh analyzy a kvalitu

zéznamu vzhledem k rozméram gelu.

Statistickym  zpracovanim dostatecného mnozstvi analyz byly ziskédny hodnoty REM
bilkovinnych pési u vybrané referen¢ni odrady Solara. Tyto jeji neménné hodnoty slouzi
k prifazovani a vypoétu REM pasi redlnych vzorka odrad brambor pomoci software BIO-GENE.
Za téchto podminek byla vytvorena elektronicka databaze v tuzemsku registrovanych odrid
brambor pro jgjich identifikaci.
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Pavodni vychozi metoda UPOV byla optimalizovana na podminky naSi laboratote a pristrojové
vybaveni scilem maximalizace kvality elektroforetického zéznamu. Z tekto vytvorenych
zéznamu jednotlivych odrad brambor byla vytvorena databaze pomoci software BIO-GENE.
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Céasteéna validace dalSich detekénich metod geneticky

modifikovanych organismia (GMO)
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1 Cil préace

1. Pomoci zavedeného zpasobu detekce GMO, ktery je popsan v Jednotném pracovnim postupu
, Detekce piitomnosti GMO v rostlinném materidlu metodou PCR* - dde JPP, validovat detekce
dalSich modifikaci, zavedenych v roce 2005.

2. Doplnit jiz validované stanoveni ptitomnosti vira CaMV ve vzorcich fepky a ovéreni, zda tato
reakce skutecné rozlisuje mezi promotorem CaMV fepky transgenni a promotorem CaMV

infikované timto virem.

2 Uvod

V roce 2004 a 2005 byla noveé zavedena detekce Roundup-Ready kukuiic (modifikace NK603
aGA21), kukurice Liberty (modifikace T25) a Roundup-Ready tepky (modifikace GT73).
U téchto novych detekci bylo treba stanovit limit detekce (LOD), nebo spise — s ohledem
na pouzivané referencni materidly — ovéfit schopnost zavedené metody a pouzivanych PCR
primeri pozitivné detekovat 0,1 % geneticky modifikovaného materidlu v 99,9 % materidlu
nemodifikovaného. S pouzitim certifikovaného referencniho materidlu byla vyzkouSena
amplifikace DNA pomoci univerzalniho PCR kitu a v ném popsaného protokolu v kombinaci
sprimery zndmymi z materidlc CRL EU (Centralni kontrolni |aboratoi Evropské unie). Primery
vybrané z téchto materialt jiz proSly valida¢nimi studiemi v laboratorich ¢lenskych zemi EU
adosahly pozadovaného LOD 0,1 %. Bylo tedy ovéieno jeho dosazeni i v laboratoii UKZUZ
u modifikaci NK603, GA21 a GT73. V piipadé kukurice Liberty T25, kde z divodu dostupnosti

CRM byl pouzit plazmid s naklonovanou sekvenci specifickou pro tuto modifikaci, nebylo
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moZno ov¢tit LOD timto zpaisobem. Byla vk zjisténa co nejmensi koncentrace tohoto plazmidu
pouZitelna pro PCR v nasSich podminkéch.

Stanoveni pritomnosti vira CaMV ve vzorcich fepky bylo prevzato v roce 2003 z odborné
literatury (5); jeho limit detekce byl ovéren v r. 2004. Toto stanoveni se bézné provadi u vzorku
fepky, u nichZ byla detekovana pritomnost promotoru 35 S CaMV, pro rozliSeni pivodu tohoto
promotoru (infekci nebo transgenozi). U pouZivanych IRM, které jsou z hlediska genetickych
modifikaci (GM) bud’ negativni nebo poztivni, se ale pii zkouskéch- po elektroforetickém
zpracovéani produktt PCR v gelu- objevovaly slabsi pruhy nasvédeujici pozitivité na vir CaMV.
Proto bylo tieba piezkoumat tyto referencni materidly a zjigtit, zda je tato daba pozitivita
dusledkem jgjich piirozené infekce virem CaMV, nebo zdatato PCR (zvl&ste pouzivané primery)

neni pro rozliSeni pavodu promotoru 35 S zcela spolehliva

3 Material a metody
Zakladem téchto molekularné diagnostickych metod je

1. izolace DNA ze vzorku,
2. amplifikace DNA pomoci PCR,
3. vyhodnoceni amplifikovanych fragmenti pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu.

Vysledky se vyhodnocuji za pouZiti systému kontrol CRM, IRM.

3.1 Pristrojea zarizeni

Jednd se o zafizeni potiebna k provedeni izolace DNA, k PCR a k elektroforetickému
vyhodnoceni produktii PCR. Jsou podrobné popsana v JPP UKZUZ - , Detekce piitomnosti GMO
v rogtlinném materidlu metodou PCR®. Pouzivany termélni cykler je gradientovy PCR Express
firmy Hybaid (UK).

3.2 Chemikaliearoztoky

Pouziva se jeden kit pro izolaci DNA z rostlinného materidlu: GenElute™ Plant Genomic DNA
Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) adva univerzalni kity pro PCR:

REDTaq™ ReadyMix™ PCR Reaction Mix

a

REDExtract-N-Amp™ Plant PCR Kit (Sigma-Aldrich). Piesné chemické sloZeni jednotlivych
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reagencii nejsou vyrobcem kit uvedeny. Kity jsou dde popsany v JPP ,Detekce piitomnosti

GMO v rogtlinném materidlu metodou PCR“. Déle budou uvedené kity oznaceny zkratkami

GenElut", REDTaq a REDEX.

Pro 1. ¢ast — ovéreni LOD u nové zavedenych detekci — byl pouZit kit GenElute k izolaci DNA

akit REDTaq pro PCR.

Pro 2. ¢ast — prezkoumani stanoveni CaMV — byl pro PCR pouZzit kit REDEX. Pro izolaci DNA,
krom¢ kitu GenElute, byla pouZita i extrakéni ¢ast kitu REDEXx (pufry Extraction Solution

aDilution Solution), kterd se pro bé¢zné akreditované zkousky nepouziva Tj. byly pouzity i starsi
extrakty DNA, tzv. Leaf Extracts (LE), které byly vyizolovany extrakéni ¢asti kitu REDEX.

3.2.1 Sméspro PCR

Pripravu reakéni smési pro PCR udavaji nasledujici dvé tabulky zpracované dle pokyni vyrobce

k pouziti kitu.

Tabulka ¢. 1: Piiprava PCR, kit REDTaq

Slozka 1reakce[pl] | 5reakci [ul] 10 reakci [ul] 20 reakci [ul]
H20 18 0 180 360
REDTaq 25 125 250 500
Specificky amplifikaéni primer F 5 10 20
Specificky amplifikaéni primer R 5 10 20
Reakéni smés bez templéatu 45 225 450 900
Templat (izolat DNA) 1x5 5%x5 10x5 20%5
Reakéni smés véetné templatu 50 250 500 1000
Tabulka €. 2: Priprava PCR, kit REDEXx

Slozka 1reakce[pl] | 5reakci[pl] |10 reakci [ul] | 20 reakci [ul]
H20 4,4 22 44 88
REDEX 10 50 100 200

1. par primerd, primer CRT F 0,4 2 4 8

1. par primerd, primer CRT R 0,4 4 8

2. par primera, primer CaMV 1 0,4 2 4 8
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Slozka 1reakce[pl] | 5reakci[pl] |10 reakci [ul] | 20 reakci [pl]
2. par primera, primer CaMV 2 0,4 2 4 8
Reakéni smés bez templéatu 16 80 160 320
Templét LE nebo DE 1x4 5x4 10x4 20x4
Rreakéni smés véetné templatu 20 100 200 400

Legendak tabulce ¢. 2
LE je DNA rozpu&énav pufru, ktery je soucasti extrakeni ¢ésti kitu REDEX.

DE je DNA izolovand pomoci GenElute adéle zredéna 1 : 1 ve smesi dvou pufri.

3.2.2 Charakteristika specifickych amplifikaénich primeri
Nazvy a sekvence pouzitych primert a specifikaci amplifikovanych oblasti udavaji nasledujici
tabulky &. 3 a 4. Cislo v tabulce ve sloupci ,amplikon“ odkazuje na citaci z literatury nebo

internetoveé stranky, na konci této prace, odkud byly piejaty pouZité sekvence primer.

3.2.3 Pozitivni a negativni standardy (referenéni materialy - RM)

1. ¢ast - overeni LOD u nové zavedenych detekci

Jako negativni kontrola (s nulovym obsahem dané genetické modifikace nebo pod limitem
detekce) byla pouzita kukuficna DNA izolovana z tzv. ,Maize Internal Control“ (referen¢ni
materia z kitu firmy Biotools Madrid).

Jako pozitivni kontroly byly pouzity CRM, jak udavatabulkac. 5.

2. ¢agt - prezkouméni stanoveni CaMV

Jako negativni kontrola byla pouZzita fepkova DNA izolované ze semen nebo listd odrud PAU C
911 (IRM 2/2001), EGG 051 (IRM 3/2001), DS 29 206 (IRM 4/2001) a SG-C 105 (IRM 5/2001).
Déle byla pouzita DNA izolovana ze semen nebo listt odrad GM tepky PHW-01-429 (IRM
6/2001), PHW-01-439 (IRM 7/2001) a PHW-01-440 (IRM 8/2001) — a to jako 0,1% nebo 1%
primés v DNA tepky nemodifikovane.

Pozmamka 1: Je Zadouci, aby vSechny zde uvedené nemodifikované repky byly pi PCR identifikaci vira CaMV
detekovany negativne, aby mohly i v této reakci slouzit jako negativni kontrola. Dale se predpokladalo, Ze uvedené
geneticky modifikované 7epky by mely byt v PCR identifikaci vira CaMV detekovany také negativné — jinak by tato
zkouska principialné neméla smysl.
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Jako pozitivni kontrola byl pouZzit referenc¢ni materid ,CaMV Positive Control* ¢. 07086 z kitu
od Loewe Biochemica GmbH na stanoveni pritomnosti tohoto viru metodou ELISA. Tento RM
byl zakoupen v podob¢ lyofiliz&tu nemodifikované tepky infikované virem CaMV. Z tohoto
lyofiliz&tu byla izolovana DNA, ktera obsahuje i DNA uvedeného vira. Jiz v roce 2004 bylo
ovéieno, Ze takto ziskand DNA je dobrou pozitivni kontrolou pro PCR detekci vira CaMV

i zteddna az 10°°, pripadng i vice.

3.2.4. Chemikalie (nedodavané v ramci uvedenych Kkit)
Pouzivaji se chemikdlie cistoty p.a. nebo oznacené ,, pro molekularni biologii“.
1. Agaréza pro molekularni biologii (A-5093 Sigma, pro rutinni pouZiti) — pro elektroforézu,
2. Denaturovany ethanol — pouze do stii¢ek pro ¢isténi povrehd,
3. 95 % ethanol pro fedéni ,, Wash Solution” pri izolaci DNA,
4. Ethidiumbromid — zasobni a pracovni roztok (Merck, 1%) — pro elektroforézu,
5. Elektroforeticky marker pro amplifikéty (GeneRuler 50bp DNA Ladder SMO373 Fermentas,
uchovava se ve zkumavkach po cca 20ul),
6. Ribonukledza A (ENO 531 Fermentas)
7. Chemikdlie pro piipravu elektroforetického pufru TAE (Sigma)
NaEDTA (disodna sl kyseliny ethylendiamintetraoctove)
Trizma base [tris-(hydroxymethyl)aminomethan]
Ledova kyselina octova
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Tabulka ¢. 3: PouzZivanéprimery (pro 1. ¢ast, kit REDTaq)

AGAAAAGGA-3

Amplikon Délka | Nazev primeri Sekvence primeri Specifikace LOD
[bp] amplikonu
5.
L) CCATATTGACCATCA
Specificky pro ' y .
Roundup Ready 108 NK603 primerl TACTCATTGCT-3 gﬁ Zzer?;ukggce 0.1%
klukur|C| NK 603 NK603 primer2 5. rostlinné DNA
(1) GCTTATACGAAGGCA
AGAAAAGGA-3'
5.
Specificky pro ACGGTGGAA'GAGTTC Presah z OTP
Roundup Ready 270 GA211-5 AATGTATG-3 (enhancer) do 0.1%
kukufici GA21 GA211-3 5. m-epsps (modifi- | 7"
) TCTCCTTGATGGGCT | KOV €psps)
GCA-3
5.
Specificky GCCAGTTAGGCCAGT | presah ze
ecificky pro T251-5' TACCCA-3 sekvence
I((;kurlm T25 149 T25 1-3 . transgenu pat do 500x%
TGAGCGAAACCCTAT | 3Sterminaory
AAGAACCCT-3
5.
Specificky pro CCATATTGACCA'TCA y '
Roundup Ready | ;o | GT73 primerl TACTCATTGCT-3 gﬁ Zzer?;ukggce “0.1%
Fepku GT73 GT73primer2 | g. rostlinné DNA
(4) GCTTATACGAAGGCA
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Tabulka ¢. 4: PouZivané primery (pro 2. ¢ast, kit REDEX)

Amplikon | Délka | Néazev Sekvence primeri Specifikace amplikonu LOD
[bp] | primera
5.
e CCAGAAGAACATTG
sfgf\:;if:(;ky CRTE GGTCAATGC-3 Prekryv sekvence
CaMV 191 CRT R ' promotoru 35 S aORFV
5 o (reverse transcriptase gene) 10° 107
) ATAGCTGACAGAAG e
TTGTTGCCG-3 redent
pozitivni
5. kontroly
Specificky GCGTAYACAACAA | prekryv sekvence CaMV
provira ag3 CaMV1 GTCAGCAAACA-3' | promotoru 35 S aORF VI
CaMV CaMV 2 g (inclusion body matrix
() TCCTGGAGATTATT |Protein)
ACTCGGGTAG-3
Tabulka ¢. 5: Pozitivni kontroly pro ovéireni LOD
Overeni LOD
dané PCR CRM Obsah GM Piavod CRM
u GM plodiny
_ Kukuti¢nd mouka
Kukufice NK603 | epyv BF415h (IRMM 415-1) 0,1% IRMM Geel, Belgie
- zni bylaizolovanaDNA
_ Kukuti¢nd mouka
Kukufice GAZL | epy BF414b (IRMM 414-1) 0,1% IRMM Geel, Belgie
- zni bylaizolovana DNA
Plazmid Mul5 s naklonova Koncentracelplazmldu Nippon Gene CFo.,
, e 0,3 pg/2,5 ul; Ltd., Japonsko;
o nou sekvenci specifickou pro - e o o o
Kukurice T25 GM kukutici T25 1 kopie T25 specifické | distributor pro
K6dové cislo 314-04811 sekver_me na 1l molekulu E\_/ropu. firma _
plazmidu Diagenode, Belgie
DNA tepky GT73 ze setu:
Repka GT73 GMO Standard Set for Rape- 1% - pouZito fedéni 10 x | IRMM Geel, Belgie
seed, IRMM 55231-1KT-F
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3.3 Vzorky

Detekce byly ovéiovany s pouzitim uvedenych CRM - nebot’ maji deklarovany obsah GM —
auvedenych IRM. Zavedené detekce jsou aplikovany natyto analyzované vzorky

1. vzorky kukutice, u nichz byla detekovéana piitomnost p-35 Sat-NOS,

2. v3echny vzorky tepky, u nichz byla detekovana piitomnost promotoru 35 S.

3.4 Pracovni postupy

3.4.1 Izolacerostlinné DNA

Navazka mletého vzorku (mouky) jako vychoziho materidlu pro izolaci DNA u CRM kukuiic
NK603 a GA21 byla dvakra po 60 mg. DNA byla izolovéana kitem GenElute, jak je popsano
v JPP ,, Detekce pritomnosti GMO v rostlinném materidlu metodou PCR* a v manualu kitu.

U kukurice T25 byl vzorkem uvedeny plazmid, u fepky GT73 izolovana genomova DNA.

Pro ovéreni detekce CaMV byly pouZity rovneéz izolaty DNA dle JPP (kit GenElute), nebo
extrakty DNA ziskané extrakéni casti kitu REDEx. Tato extrakce zahrnuje vneseni 0,5 cm-
0,7 cm krouzku z listu nebo 1 kli¢ni rostlinky do 100 pl Extraction Solution, promichani,
inkubaci 10 min pri 95 °C, pfidani 100 pl Dilution Solution a opétné promichéni. Extrakt — tzv.
,Leaf Extract" - lze dde pouzit pro PCR amplifika¢ni ¢ésti tohoto kitu bez dalSi purifikace
DNA.

3.4.2 Polymerézova ietézova reakce PCR
Priprava reakéni smési je presné popsana v manualech uvedenych kita a v JPP ,Detekce
pritomnosti GMO v rostlinném materidlu metodou PCR".

1. Ovéreni LOD u GM kukuiic NK603 a GA21

DNA byla podrobena PCR druhove specifického genu (ovéreni amplifikovatelnosti PCR), déle
screeningu na pritomnost promotoru 35 S CaMV a terminatoru NOS Agrobacteria tumefaciens
apoté identifikacim konkrétnich modifikaci NK603 a GA21.

2. Oveteni LOD u GM kukutice T25
DNA uvedeného kontrolniho plazmidu byla pouzita jen k PCR identifikaci modifikace T25. Dal&i
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sekvence, vyskytujici se u kukurice T25, tento plazmid neobsahuje. Misto 5 ul izoldtu genomové

DNA zde bylo pouZilo 5 pl plazmidové DNA v raznych zkoumanych redénich.

3. Oveteni LOD u GM tepky GT73

DNA této tepky - certifikovany referenéni materidl (IRMM 55231-1KT-F ) s certifikovanym
obsahem 1 % GT73 - byla ddle fedéna v PCR vodé nebo v DNA izolované z uvedené
nemodifikované fepky (viz kap. 3.2.3., 2. ¢&x).

4. Prezkoumani stanoveni CaMV

DNA pro PCR kitem REDEXx byla bud’ ziskéna jako Leaf Extract - LE, nebo vyizolovana kitem
GenElute a pak ziredéna ve smés pufrii (Extraction Solution : Dilution Solution) (1 : 1), jak je
popsano v JPP, — zde je oznac¢ena ED.

Amplifikacni programy vytvoiené pro termalni cykler PCR Express a pro uvedené amplifikacni
kity udavatabulkac. 6.
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Tabulka ¢. 6: Amplifikaéni programy pouZzité pro validace

W

Nazev Délka Amplifikaéni | Teplota Cas Pocet Poznamky
programu |ampli- kit cykla
konu [bp]
94 |0min58s modifikace Roundup-
C:14NK603| 108 REDTaq 60 |2min0s Ready kukuiice
72 |1min5s 40 |NK603
72 \3min0s 1 | Jednoduch4 PCR
94 |0min55s modifikace Roundup-
C:21GA21 | 270 REDTaq 56 |2min0s Ready kukuiice
72 |2min0s 40 GAZ2L
72 |3min0s 1 | Jednoduch4 PCR
94 |1min0Os 1 | dentifikace
94 |1min0Os modifikace Liberty
C:25T25 149 REDTaq 58 |2min0s kukurice T25
72 1min30s 40 -
72 13min0s 1 Jednoducha PCR
94 |1min0Os | dentifikace
94 |0min58s modifikace Roundup-
C:20GT73 108 REDTaq 599 [2min0s Ready tepky GT73
72 1min30s 40 .
75 3minos 1 Jednoducha PCR
94 |3min0s Detekce — screening
191 94 |0min45s infekce virem CaMV
B:05 CaMV a REDEX 57 Omin40s .
383 72 |2minos | 4o DUPleXniPCR
72 10min0Os 1

3.4.3 Elektroforéza v agar6zovém gelu

Je standardni metodou pro tzv. end-point vyhodnoceni PCR, tj. vyhodnoceni po ukonéeni celé
amplifikace, vhodnou pro kvalitativni detekce GMO. Byla provadéna podle JPP , Detekce
piitomnosti GMO v rostlinném materidlu metodou PCR".
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4  Vysledky a diskuse

4.1 Ovéreni limitu detekce 0,1% dané PCR u GM kukuric NK603 a GA21
(Roundup-Ready)

Vydedky stanoveni PCR uvadi tabulkac.7.
Tabulka ¢.7: Vydedky stanoveni pro 0,1% NK603 a GA21

Vzor ek Datum . . .
edeni Amplikon/primery Vysledek | Obr.
¢. | Specifikac |Proveaen
26.8. 2005 1 1
Promotor 35S CaMV (123 bp)
_ 30.8. 2005 _ 1 2
Kukurice » | Primery 35s-cf3/35s-cr4
NK603- | 2.9.2005 1 3
1 ERM 30.8. 2005 Terminétor NOS A. tumefaci 180 0 4
erminator . tumefaciens
BF415b |31 g 20052 > NS (180 bp) 20 .
(CRM 1/ 3) Imery
2005) 2.9. 2005 1 6
11.8.2005 | Identifikace modifikace NK603 (108 bp) 1 7
8.9.2005 | NK603 primerl/NK603 primer2 1 8
26.8. 2005 vo? | 1
Promotor 35S CaMV (123 bp) 2
_ 30.8. 2005 _ 0 2
Kukurice Primery 35s-cf3/35s-cr4 4
GA21 - 2.9. 2005 0% 3
5 ERM 30.8. 2005 Termindtor NOS A. tumefaci 180 0 4
erminator . tumefaciens
BFA14b 151 g 20052 N OS UNGS.3 (180bp) 5
(CRM 2/ 3) imery
2005) 2.9. 2005 1 6
22.8.2005 |identifikace modifikace GA21 (270 bp) 1 9
9.9.2005  primery GA21 1-5/GA21 1-3 1 10

Legendak tabulce¢. 7:

1. Spravny vysledek je oznacen 1; nespravny O; nejasny 1/0. Za spravny vysledek se povaZuje
detekovani 0,1% standardu jako pozitivniho.

2. Teplota hybridizace primeri zvySena o 1 °C (na 58 °C) a pocet cyklt zvySen na 40, v tabulce

oznaceno 2.



3. Teplota hybridizace primert 57,5 °C apocet cyklu 40, v tabulce oznaceno 9

4. Modifikace GA21 neméa obsahovat promotor 35 S; provedené PCR vSak daly v prislusné
oblasti (123 bp) slaby pruh v gelu.

Z vysledki vyplyva, Ze v3echny 0,1% standardy vykazuji hledany pruh v piislusném miste.
Ne¢které z téchto pruhd jsou vSak na hranici viditelnosti zeiména v ti&éné verzi, kterd ma
ponékud zhordenou kvalitu oproti pavodnimu snimku na monitoru pocitate. Z tohoto hlediska
nejhtire detekovatelnym amplikonem se jevi terminator NOS Agrobacteria tumefaciens.

U obsahu GMO blizkého LOD je detekovatelnost zavisla natéchto faktorech

1. Kvalitatemplatové DNA standardu, zejména zhoreni v didedku opakovaného tani/zmrazeni.
Nebezpeti zhorSené kvality templau je vétSi u standardi, které se pouzivaji vicekrat, nez
u samotnych analyzovanych vzorki, které podiéhaji jen omezenému poctu anayz. Proto se
roztoky DNA standardi uchovévaji rozdélené do vice zkumavek po max. 20 pl na zkumavku
(omezeni poctu odbéri).

2. Kvalitaamplifika¢nich primert. Problém i feSeni jsou podobné jako v predchazejicim piipade.
3. Mnozstvi DNA v roztoku, které zavisi na pavodni navézce standardu nebo vzorku pro izolaci
DNA a na provedeni izolace. Je stanovena empiricky a uvedena v JPP (pro kukuiici 60 mg
na predepsané mnozstvi lyzacnich pufri).

4. Kvalita gelu a provedeni elektroforézy -maji vliv naviditelnost pruhu v gelu.

Vzhledem ke stéle stejnému zpasobu prace i typa vzorka Ize dalsi piipadné ovliviujici faktory
povaZovat za konstantni. Pokud by laboratoi piijala novy typ vzorki/plodin nebo noveé kity i
zmeénilazpusob prace, musi znovu ovéiit detekovatelnost 0,1% GMO materialu.

Béhem validace byla zvySena teplota hybridizace primerd k templdtu u programu pro screening
(tentyZ pro p-35 S'i t-NOS) na 57,5 °C a pocet cykla byl zvySen na 40 kvuli detekovatelnosti
terminédtoru NOS u obou modifikaci.

Vzhledem k vysledkam validace se doporucuje

1. VKkl&dat prislusny 0,1% standard do kazdého béhu PCR pouzivaného pro analyzu vzorki bud’
soubézné s vhodnou pozitivni kontrolou obsahujici vysSi procento GM  DNA, nebo misto ni.
Pouzivat pokud mozno standard ziskany z téZe plodiny, jako je analyzovany vzorek.

2. Tzv. stdlainterni vaidace bude vZdy pro kazdou analyzu vzorku nejsmérodatnéjSim kriteriem.
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3. Pocitat se zhor&enou viditelnosti pruhi odpovidgjicich standardam 0,1% GMO. V piipade, Ze
se pii analyze vzorku objevi v gelu v odpovidajicim misté pruh sporné viditelnosti, posuzovat

[ v

pozitivitu/negativitu vzorku vzhledem k pruhu soubézné detekovaného 0,1% standardu.

4. U modifikace GA21 pocitat s faktem, Ze pii screeningu na pritomnost promotoru 35 S CaMV
se miZe objevit slabsi pruh ngpodobujici pozitivni vysledek. Prakticky to znamena, Ze zdanliva
35S-pozitivita zkoumaného vzorku pii screeningu nevylouci obsah modifikace GA21 ve vzorku!
5. Pri dalsi izolaci DNA z tohoto CRM pro GA21 bude vhodné znovu ovéiit negativitu
screeningu na p-35S.

4.2 Ovéreni limitu detekce dané PCR u plazmidu Mul5, pouZitého jako

pozitivni kontrola pro identifikaci genetické modifikace T25

Po zavedeni detekce modifikace T25 bylo odzkouSeno pétindsobné a desetindsobné fedéni tohoto
plazmidu, vzhledem k tomu, Ze u obou teplot byl pruh znagici 149 bp v misté pozitivni kontroly
velmi silny. Dale byla postupné zkouSena nizSi fedéni. Vysledky uvadi tabulka ¢. 8,

charakterizaci plazmidu viz obrazek ¢. 11.

Tabulka ¢. 8: Vysledky stanoveni pro razné iedéni plazmidu T25

Redéni pr[z)z\i/telggni Amplikon/primery | Vysledek | Obrazek
5x|7.7. 2005 1 12
10 x| 7.7. 2005 1 12
Specificky pro kukuici
50 x| 27.9. 2005 T25 Liberty, umistény 1 13 vlevo
100 x| 27.9. 2005 na plazmidu Mul5; 1 13 vlevo
500 x|30.9.2005 | rimery 1 13 vpravo
T251-5'aT251-3
1000 x | 30.9. 2005 0 13 vpravo
500 x| 11.11.2005 1 14
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Legendak tabulce ¢.8

Spravny vysledek je oznaten 1; nespravny 0. Za spravny vysledek se povaZuje detekovani

pouZzitého fedéni daného plazmidu jako pozitivni.

Bylo tedy zji&eno, Ze kontrolni plazmid Mul5 je mozno pouZzit jako pozitivni kontrolu v dané
PCR detekci modifikace T25 az v 500 nasobném fedéni. PrestoZe byl vytvoren jako pozitivni
kontrola pro kvantitativni PCR, dava zreteln¢ identifikovatelné vysledky i pri kvalitativni PCR.

Zalimit detekce tohoto stanoveni tedy |ze povaZzovat koncentraci plazmidu 0,12 pg/ul.

4.3 Ovéreni limitu detekce 0,1% dané PCR u GM iepky GT73 (Roundup-

Ready)

Validace byla provedena pouze pro identifikaci uvedené genetické modifikace. Pro screening
na piitomnost promotoru 35 S CaMV a termindtoru NOS Agrobacteria tumefaciens provedena
nebyla, protoze GM fepka GT73 tyto sekvence neobsahuje. Vysledky stanoveni PCR uvédi

tabulka ¢.9.

Tabulka €. 9: Vysledky stanoveni pro0,1% GT73

V zor ek, redéni v H,0,

Datum

neni-li uvedenojinak | provedeni Amplikon /primery Vysiedek obr.

GT73, 10x 23.9.2005 1 15 vlevo
Presah z 3' konce geneticky

GT73, 10x 23.9.2005 | modifikovaného inzertu do 1 15 vpravo
roslinné DNA;

GT73, 10x 14.10. 2005 1 16 vpravo

GT73,10x v DNA )
GT73 primer2

GT73, 10x 23.11. 2005 1 17
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Legendak tabulce¢. 9
Spravny vysledek je oznaten 1. Za spravny vysledek se povaZuje detekovani pouzitého Fedéni
DNA tepky GT73 jako pozitivni.

Z vydedki vyplyvé, Ze pouzity CRM s obsahem 1 % modifikace GT73, desetinasobné zredeény a
pouzity jako templat v PCR, vykazuje po provedeni elektroforézy hledany pruh v prislusném
mist¢ gelu. Lze tedy tento CRM 10x fedit a pouZivat jako 0,1% pozitivni kontrolu, kterou
zavedena identifikace GT73 detekuje jako pozitivni. V jednom piipadé bylo vyzkouSeno
i 20-tindsobné tedéni s pozitivnim vysledkem, ade pro Ucely detekce GMO postacuje
detekovatelnost na drovni 0,1 %.

4.4. Prezkoumani negativity detekce virové infekce CaMV (amplifikace
promotor u 35S s prilehlymi virovymi sekvencemi) u transgennich odrad repek
slouzicich v labor ato¥i jako |RM

Tento protokol se netyka zavadéni nové PCR detekce. Vysledky stanoveni pomoci duplexni PCR
tj. dva pary primert v 1 amplifika¢ni zkumavce uvédi tabulka¢.10.
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Tabulka ¢.10: Vysledky duplexni PCR pro extrakty a izolaty DNA iepky

Vzorek DNA Vysledek Shoda Obrazek/
C. Specifikace vzorku (IRM) é?f;tgrg&(ﬁ S?g\?:%m oz:;éée;(ig a
1 0% GMO (smésIRM 2,3,4 a5/2001), LE |detekovana 0 18/ N
2 1% GMO (sm¢sIRM 6,7 a8/2001), LE | nedetekovana 1 18/p 1%
3 | PHW-01-440 (IRM 8/2001), LE nedetekovana 1 18/ p44
4 0% GMO (sm¢sIRM 2,3,4 a5/2001), LE | detekovana 0 19/N
5 |PHW-01-429 (IRM 6/2001), LE nedetekovana 1 19/ LE 429
6 |PHW-01-439 (IRM 72001), LE nedetekovana 1 19/ LE 439
7 | PHW-01-440 (IRM 8/2001), LE nedetekovéna 1 19/ LE 440
8 |1% GMO (sm¢sIRM 6,7 a8/2001), LE | detekovana 0 19/ bar 1%
9a | 0% GMO (smesIRM 2,3,4 a5 /2001), ED | nedetekovana 1 20/0
9b | 0% GMO (smés|IRM 2,3,4 a5/2001), ED |nedetekovana 1 20/0
9c | 0% GMO (smesIRM 2,3,4 a5 /2001), ED | nedetekovana 1 20/0
10a|0,1% GMO (smésIRM 6,7 a8/2001), ED |nedetekovana 1 20/0.1
10b | 0,1% GMO (sm¢és|IRM 6,7 a8/2001), ED |nedetekovana 1 20/0.1
11a|1% GMO (sm¢sIRM 6,7 a8/2001), ED | nedetekovana 1 20/1
11b| 1% GMO (smesIRM 6,7 a8/2001), ED |nedetekovana 1 20/1
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Legenda k tabulce ¢. 10

1. Shodny vysledek s Z&danym je oznaten 1; neshodny 0. Zadany vysledek pro uvedené IRM byl
ve v&ech piipadech negativni, tj. ,, nedetekovana'.

2. ED je izolat DNA ziskany kitem GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit pouZivanym
pii akreditovanych zkouskach k izolaci DNA; pro PCR provéadénou kitem ,,REDEX" fedény jeho
extrakénimi pufry ,, Extraction Solution a,, Dilution Solution*.

3. LEjetzv. Leaf Extract - DNA extrahovand pomoci kitu REDEX (jeho extrakenimi pufry).

4. Pozitivni kontrola na pritomnost vira CaMV neni v tabulce uvedena, nebot” byla vZdy spravné
detekovanajako pozitivni.

Vysledky analyz prokézaly, Ze kit REDTaq je pro naSi praci vhodn¢jSi nez kit REDEX. Neshody
mezi zédanym a ziskanym vysledkem vykazovala zejména geneticky nemodifikovana fepka
(t.0% GMO). IRM s obsahem 0,1 % nebo 1 % GMO (smés DNA modifikované a
nemodifikované repky) ve vétsing pripadu dala vysledky ve shodé s Zadanymi, v jednom piipadé
V neshodg.

Izoldty DNA z RM, oznatené jako ED ziskané v roce 2004 s pouzitim kitu GenElute, day
vysledky shodné s o¢ekavanymi. Ze se tyto izoléty - narozdil od paivodnich - ukézaly v poiédku,
neni v&ak dusledkem pufria nebo postupi pouzitych pro extrakci ¢i izolaci DNA, nebot’ virus
CaMV napadaiepky. To znamend, Ze bud’ je nebo neni pritomen v pouZitém vychozim materidlu

pro izolaci (v semenech). Proto je tieba dat pozor na vybér semen pro extrakci ¢i izolaci DNA.

5 Zavér

Byly zvalidovany PCR detekce dalSich modifikaci, zavedenych v roce 2005. Jednalo se
o modifikace kukutice NK603 a GA2l1 a tepky GT73. Validace byla ¢astecng, Slo o jiz
validované primery v kontrolnich a jinych laboratotich EU. Bylo ovéfeno, Ze metoda pouzivana
v UKZUZ jako Jednotny pracovni postup ,Detekce pritomnosti GMO v rostlinném materialu
metodou PCR“, dosahuje v kombinaci s témito primery detekéniho limitu 0,1 % geneticky
modifikovaného materidlu v nemodifikovaném, coZ vyhovuje potiebam legisativy.

Podobn¢ byla zvalidovana identifikace modifikace kukutice T25, jako referencni materid byl
vSak pouzit kontrolni plazmid Mul5 a limit detekce byl pro n&j stanoven na 0,12 pg/pll.



Ditive validované stanoveni pritomnosti vira CaMV ve vzorcich fepky bylo doplnéno o oveéieni,
Ze tato reakce opravdu rozlisuje mezi promotorem 35S CaMV tepky transgenni a promotorem
35S CaMV tepky infikované timto virem.

Na z&kladé vysledka byly doporuceny konkrétni izolaty DNA, které se pii pouZiti v této PCR
chovgji jako CaMV negativni, at’ jsou z hlediska GMO negativni ¢i pozitivni.

VZdy plati jiZ diive uvedené zasady pro stélé ovérovani dostatecné citlivosti zkousky

1. VKkl&dat jako pozitivni kontrolu 0,1% standard CRM, IRM do kazdého béhu PCR pouzivaného
pro zkousku piitomnosti dané modifikace ve zkoumanych vzorcich.

2. Neni-li pro danou modifikaci k dispozici vhodny 0,1% standard, pouZit jako pozitivni kontrolu
jiny vhodny RM s obsahem GM slozky tésné nad limitem detekce.

3. V pripadé, Ze se pii analyze vzorku objevi v gelu v odpovidajicim mist¢ pruh sporné
viditelnosti, je doporuceno posuzovat pozitivitu a negativitu vzorku vzhledem k pruhu soubézné
detekovaného 0,1% standardul.
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Amplifikace promotoru 35S {123 bp, REDTaq)
26.8.05 B:04 NO35TAQ

GA21

m

Tt oty marker 50 bp

MKB03, GAZ1... modifikace kukurice

T paralelni izolaty - 0,1% GM [ IRMM)
o) R 2. eluce jedne paralely

Ari8sm sy OrA cea 1% (IRMW)

P poZitivni kontroly 0,1% Gh:

ERS ... Roundup-Feady sdja (IRMM)
210 ... MOMS10 [ IRMM)

1T B BE176 (IRMR)

Mo negativni kontrola (MIC)
RS beztemplatova kontrola

Obrazek €. 1: Promotor 35 SCaMV u GM kukuiic NK603 a GA21, teplota hybridizace
primera 57 °C, PCR 37 cykla.
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Amplifikace promotoru 353 (123 bp, REDTag)
30.8.2005 B:04 NO35TAQ

150 bp

M marlker 50 bp

MKB03, GAZ1.. modifikace kukurice

ab.......... izolaty DNA z 0,1% standardu IRMM (ERM)
22 izolaty DNA z 0, 1% standardu IRMM (ERM), 2. eluce
dna............. 1% DNA (NKB03 a GAZ1) - standard IR

P RRS, P repka 0,1%. .. pozitivni kontroly 0, 1% GMO (IRMM a IRM)
MONS10, BE1TE... . kontroly 0,1% GMO (IRMM)

Obrazek €. 2: Promotor 35 SCaMV u GM kukuiic NK603 a GA21, teplota hybridizace
primera 57 °C PCR 37 cykl.



Amplifikace promotoru 355 (123 bp, REDTaq)

1/2.9.05 B:04 NO35TAQ, thyb. =57 5°C

s - I 1 P P m
dna !l anEl rep eS8

01

1 (DR marker S0 bp

MKBO3, GA21... modifikace kukurice

a b izolaty z 0,1% stand. |Rkh

dria e e Zakoupena izolovana DRA 1% [IRMM)
FPRERES ... pozit. kontrola RES (IR
Frep01%. ... pozit. kontrola repka 0,1% (I1RM)
PATE pozit. kontrola Bt-176 ([ IRMR)

Obrazek ¢. 3: Promotor 35 S CaMV u GM kukuric NK603 a GA21, teplota hybridizace
primera 57,5 °C, PCR 40 cyklu.



Amplifikace terminatoru NOS (180 bp, REDTagq)
30.8.2005 B:04 NO35TAQ

M marker 50 bp

NKBO3, GAZ21.. modifikace kukurice

ab.... izolaty DMA 7 0,1% standardu IRMM (ERM)

AR s izolaty DMNA Z 0,1% standardu IRMM (ERM), 2. eluce
dna.............. 1% DNA (NKB03 a GAZ1) standard IRMM

F RRS, P repka 0,1% ... pozitivni kontroly 0,1% GMO (IRMMM a IRM)
MONS10, BE1TE. ... kontroly 0,1% GO [ IRMM)

Obrazek €. 4. Terminator NOS Agrobacteria tumefaciens u kukufic NK603 a GA21,
teplota hybridizace primeria 57 °C, PCR 37 cykli. Na obrazku je vidét, Zze amplifikace
terminatoru NOS u obou modifikaci neprobiha dostate¢né, odpovidajici pruh je kromé
pozitivni kontroly RRS pouze ve stopé ,, NK603 dna“ .



Amplifikace terminatoru NOS (180 bp, kit REDTaq)
31.8.05 B:04 NO35TAQ (t hybr. 58°C)

0 T marker 50 bp

MEED3, GA21.. modifikace kukurice

a b izolaty z 0,1% stand. Rk

o o izolaty z 0,1% standardu IRMM, 2. eluce
dna. ... Zakoupena izolovana DMNA 1% (IRRb)
B RRE e pozit. kont. RRS

F repka 0,1% ... pozit. kont. repka 0, 1%

Obrazek €. 5. Terminator NOS Agrobacteria tumefaciens u kukufic NK603 a GA21,
teplota hybridizace primeri 58 °C, PCR 40 cykl.
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Amplifikace terminatoru NOS (180 bp, REDTaq)
1/2.9.05 B:04 NO35TAQ, thyb.=575"C

( 1 .
[ & b5  dna! RRS

200 bp-.
150 by

——— -

[ TR marker 50 bp

MKBO3, GAZT . modifikace kukurice

a b iZolaty z 0,1% stand. Rk

EE s oma FZakoupena izolovana DA 1% [IRERMB)
PRERS ... pozit. kontrola RRS (IRMW)
Frep01%..... pozit. kontrola repla 0,1% (IRM)
PB&I......... . pozit. kontrola Bt-11 {IRMR)

Obrazek ¢. 6: Terminator NOS Agrobacteria tumefaciens u kukufic NK603 a GA21,
teplota hybridizace primera 57,5°C, PCR 40 cykli. Identifikace genetickych modifikaci
NK603a GA21 - CRM 0,1% GM materiélu.
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Amplifikace NKB03 (108 bp, kit REDTaq)
11.8.05 C:14 NK603

M marker 50 bp

MEED3dna... 1% GM DMNA (IRMM)

MEEDZ a, b, b2 0,1% NKB03 (IRMM) v paral. ab
b2 je 2. eluce paralely b

RRS...... 0,1% RRES (IRMM)

BT M. beztemplatova a negativni k. (MIC)
B vZorky Geh C2 v paralelach a b

Obrazek €.7: Identifikace pritomnosti genetické modifikace kukurice NK 603.



Amplifikace NK 603 (108 bp)
8905 C:14 NKB03

-—
e —
e
—
—
i
.

L

BT bezrtemplatova kontrola

i P negaben] kond kG

1 E— mar<er S0op

A= vk GERbAS

P a1, pozilived kontr.0, 1%
N... ... .negativni kent (MIC)
BT ey beztemplalova k.

Obrazek ¢. 8: | dentifikace pritomnosti genetické modifikace kukuiice NK 603, jiné
stanoveni.
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Amplifikace GA21 (270 bp, REDTaq)
22.8.05 prog. C:21 GA21

PPl s s marker 50 bp
GAZ1 ab. . standard IRMM 0, 1% GAZ1
v paralelach a,b

azb2 ... 2. eluce 0, 1% GAZ1
A2 1dna. . ccal% standard IR
Mo negativii kont. (MIC)
B T beztemplatova k.

Obrazek €. 9: | dentifikace pritomnosti genetické modifikace u kukurice GA21.
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Amplifikace GA21 (270 bp)
9.9.05 C:21 GA21

250 bp'/
200 bp!

ET.. . bezrtemplatova kontrola
Mo negativii kaontr. MIC
o marker 50 bp

AT wzorky GEM C2

0,1, pozitivni kontr 0,15%

Obrazek ¢. 10: Identifikace pritomnosti genetické modifikace u kukufice GA21, jiné
stanoveni.
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Code No. 315-04551
Structure of plasmid for GM maize detection

PRSP P3RS L3 QAZ1 3-5" BAZL 32" Bl D-" MR RILEY BRIl
— —+ = —+ 4+ —+ 4

Primer _
SfB 3" 5500 3T HES o33 HdS Ry TELY TS5 14 EL75 35" EIT 33"
e I ] s A = I = B =

‘. ) HEIN E'-I'El"li
| GA21] T25 | g0 | 176 | BtIT

Plasmid for GM Corn Detection

Digestion by
Restriction Enzyme

This product iz linearlized DHNA digested by restriction enzyine and diluted
with Salmon Sperm DML Solution.
Fou can't detect CBH3IS51 line of GM maize using this plasmid.

Obrézek ¢.11: Plazmid Mul5 pouzivany jako pozitivni kontrola k identifikaci modifikace
T25.

Prevzato z ¢lanku japonskych autori (3). Uvedené sekvence specifické pro jiné GM |ze pomoci
tohoto plazmidu detekovat jen za pouZiti primerti uvedenych v ¢lanku.
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Amplifikace T 25 {149 bp), kit REDTaq
7.7.05 prog. D 23T25

17 20 28 Bi2

E
=3
BT... beztemplatova kontrola 6/2,25,29,30 vzorky kuk. 2002
M..... negativni kontrola MIC K 25 kuk. 2005
% marker 50 bp F10x. . pozitivni kontrola 10x redeno

3.6,15,17,20,28 vzorky kuk 2003 P pozitivni kontrola 5x redeno

Obrazek ¢.12: Amplifikace specifického Useku T25 — Fedéni plazmidu Mul5 5x a 10x.
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Amplifikace T25 (149 bp) Amplifikace T25 (148bp)
C:25T25 27.9.05 C25T25 30.9.05

| P50 P00

150 by

'
r—
—

ET. hezstemplatova kontrola
I...negativni kontrola MIC

bl marker 50 bp

Fo.  poz. kontr. plazmid redeny S00x
F10. poz. kontr. plazmid redeny 1000x

ET.. beztemplatova kontrola
M...negativni kontrola WIC

M. marker 50 bp

P50, pozitivnl kontrola redeno 1:50
P00, pozitivni kontrola redeno 1100

Obrazek €. 13: Amplifikace T25, fedéni 50x a 100x (vlevo), 500x a 1000x (vpravo).



Amplifikace modifikace T25 (149 bp,
kit REDTaq) 11.11.05 C:25T25

M. marker 50 bp
M, BT.... kontroly negativni (MIC) a beztemplatova
N poZitivni kontrola plazmid Muls, redeni S00x

24 60,62 63 vzorky kukurcneho lepku OR/05

Obrazek ¢. 14: Amplifikace T25, fedéni 500 x.
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Amplifikace useku 108 bp modif. GT73, kit REDTaq'
23.9.2005 C:20 GT73

;130 bp
1|,'_|,1 00 bp
]

m...... marker 50 bp

RRES. .. Roundup-Ready sdja

[ negativini kont. repka 0% GMO (IRM)

Bl beztemplatova kont.

P, PS P10, pozitivni kontrola repka GT732 1% IRMM -
neredend, redena Sx a 10x

Obrazek ¢. 15a: Identifikace GT73 pii 5-ndsobném a 10-nasobném iedéni 1% standardu
v H20.
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Amplifikace modif. GT73 (108 bp, kit REDTaqg
23.9.2005 C:20 GT73

130 hp, |
100 h;\\'

&

M marker 50 bp

21,22,23,24 25 30 vzorky repky Ok v paralelach a, b

L negativni kont. repka 0% GMO (IRM 2-5/2001)
o beztemplat. kont.

P10, P20 . pozitivni kontrola repka GT73 1% IRMM redena 10k a 20x

Obrazek €. 15b: Identifikace GT73 pii 10-nasobném a 20-nasobném fedéni 1% standardu
v H20.
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Amplifikace GT73 (108 bp, kit REDTag)
11.10.05 C:20 GT73

!
-

[ Ea—y e 2 R - e o

Pl marker 50 bp
BT, M.... kontroly beztemplatova a negativini (repka 0% GO
P pozitivil kontrola GT72 (IRMM, 1%4)

31, 32, 33 36, 38 wvzorky reply OKJS0S

Obrazek €. 16a: | dentifikace GT73 pii pouZziti neiedéného 1% standardu.
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Amplifikace GT73 (108 bp, kit REDTaq)
14.10.05 C:20 GT73

150 bp
100 bp

- marker 20 bp

BT, M... kont. beztempl. a negat. (MIC)

31 wvzorek reply OR/05

Fa.. GT73 [IEMM, 1%0) redena 10x v HZ20

Fb.. GT73 (IRMM, 1%0) red. 10x v DNA repky 0% GMO

Obrazek ¢. 16b: ldentifikace GT73 pi#i 10-nasobném i#edéni 1% standardu (fedéni
provedeno ve vodé (ozna¢eno Pa) a v DNA nemodifikovaneé iepky (ozna¢eno Pb).
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Amplifikace Useku 108 bp modifikace repky GT73 (kit REDTaq)
23.11.05 C:20 GT73

150 bp,
100 bp*

Moo marker 20 bp

M, BT... kontroly: negat. (repka 0% GMO JARMZ2-2/2001) a beztempl.
A7 .49 55,56 57 wvzorky replky OK/OS

B pozitivni kont. GT73 (CREM 372005 10x redena v H20

Obrazek ¢.17: I dentifikace GT73 p¥i 10-nasobném fedéni 1% standardu v HO.
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Amplifikace CaMV/ (doplnkowvy screening, kit REDEX)
prtimery CRT F/CRT R: 191 bp, ptimery CaMV 1/ CaMV 2: 383 bp
22.9.05 B:05 CAMV

383 bp
191 bp

—

Tl sice marker 50 bp F Cahdy .. pozitivni kont. Cabkdy

BT ... bertemplat. kont. {netransg. repka infikovana virem - IRM)
Pl negativni kont. {repka 0% GMOY  p 1% ... repka 1% GMO (IRM, LE)

21, 22, 24, 25, 30 . wzorky OK pdd repka PHWW-01-440 {IRM, LE)

Obrazek ¢.18: Identifikace pritomnosti vira CaMV v IRM, vzorky ¢&. 1, 2, 3. Pozitivni
kontrola CaMV oznacena jako P CaMV, Sipky oznaéuji nezadouci pruhy.

61



Amplifikace CaMV (doplnkovy screening, kit REDEX)
primery CRT F/CRT R: 191 bp, primery CaMV 1/ CaMV 2: 383 bp
17.10.05 B:05 CAMY

= -

~~-.500 hp. k- — 500 bp
by 383bp  ——400 bp

 —300bp
200 bp

............. marker 50 bp ...vzorek repley OK 2005

ST T— bertemplatova k. pozitivi k. Cahy, redeni 10 na -7
Pibszsmmmnny repka 0% GO H2D.. redeno ve vode
bar 1%... repka 1% GO (IRM) S redeno v negativni kont. M

Obrazek ¢€.19: Identifikace p¥itomnosti vira CaMV v IRM, vzorky €. 4, 5, 6, 7, 8.
Pozitivni kontrola CaMV ozna¢ena jako CaMV 10-7, tj. fedéni pavodniho izolatu 10’
atov H20 nebo v DNA fepky 0% GM O, Sipky oznaduji nezadouci slabé pruhy.
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Duplexni amplifikace - "doplnkovy screening” CaMV, kit REDEx
useky: 191 bp (primery CRT F/R) a 383 bp (primery Caly/1/2)
23/24 1.2006 B:05 CAMV

...... marker 50 bp, BT.... beztemplatova kont.
0. repka 0% GMO (IRM 2-5/2001)
0,1.... repka 0,1%GMO (IRM 6-8/2001 v IRM2-5/2001)
1. repka 1 %GMO (IRM 8-8/2001 v IRM2-5/2001)
P -7 .. pozitivni kont. CakdW+ (redeni 10-7; 2 a 12 ul fjamku)

Obrazek ¢. 20: Identifikace pritomnosti vira CaMV v IRM, vzorky €. 9A, 9b ,9c, 10a,
10b, 11a, 11b. Pozitivni kontrola CaMV ozna¢ena jako P -7, tj. Fedéni pivodniho izolatu
10-7,atov H20. Cisla 2 a 12 udavaji poéet ul produktu PCR v jamce gelu.

Pom. 3: P7i pouzivani uvedenych kitii se bezné v oblasti (50 — 100) bp objevuji primery a primer-dimery.
Pom. 4: Z diivodu heterogenity zkoumanych vzorks: (pripadné i IRM standardii, nebor’ jsou namichany z vice

odrzid) se mohou vyskytovat nespecifické pruhy. Pokud negjsou v ablasti, kde se ocekava sedovany pruh, nebrani
vyhodnoceni.
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