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Stanoveni glyfosatu po derivatizaci

Petra Kosubova, Klara Ondreasova

Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédélsky
ONRL Brno, Hroznové 2, 656 06 Brno
petra.kosubova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Glyfosat patii mezi celosvétove nejvice pouzivané herbicidy. Kvili jeho masivnimu pouZivani
je nutné sledovat jeho vyskyt nejen v zivotnim prostiedi, ale také v ramci potravniho fetézce.
Doporucena metodika QuPPe evropské referenc¢ni laboratofe neposkytuje s vyuZzitim
dostupného vybaveni dostate¢né nizké limity stanoveni, a to hlavné pro kontrolu ekologické
produkce. Analyza derivatizovaného glyfosatu umoznila snizit limit stanoveni na 0,006 mg/kg.
Vybrana metodika zahrnujici tento derivatiza¢ni krok byla testovana a poté validovana pomoci

obohacenych vzorkt rostlinného materidlu a internich referen¢nich materialti krmnych surovin.

2 Teoreticka ¢ast

2.1  Uvod

Glyfosat, [N-(fosfonomethyl)glycin], je Sirokospektralni, systémovy herbicid pouZivany
celosvétové pro kontrolu plevele. V zemédélstvi Se pouzivd pii péstovani geneticky
modifikovanych plodin odolnych proti glyfosatu, ale také se Casto vyuziva na zahradach
a dalSich mistech s nezemédélskym vyuzitim (1). Glyfosat se aplikuje na povrchové Casti
rostlin, ze kterych je rozveden cévnimi svazky a ndsledné zpiisobuje odumfeni rostliny. V ptdé
se glyfosat sorbuje a degraduje a jeho hlavnim metabolitem je kyselina aminomethylfosfonova
(AMPA) (2).



Glyfosat je méné toxicky nez jiné herbicidy, ale piesto mize byt nebezpecny pro lidské zdravi.
Jeho vyskyt je proto legislativné limitovan v potravindch a krmivech. Vzhledem Kk jeho
intenzivnimu pouzivani pti zemédélskych i nezeméd¢lskych aplikacich se vyskyt glyfosatu

a jeho metabolitu sleduje také v dalsich slozkach Zivotniho prostfedi, napt. ve vodé.

Stanoveni rezidui glyfosatu a AMPA je analyticky naro¢né pro jejich amfoterni a vysoce
polarni charakter, jejich nizkou hmotnost a nedostatek funkénich skupin, které by mohly
usnadnit jejich detekci (3). V pudnich vzorcich a rostlinném materidlu je stanoveni
komplikovéno slozitosti matrice a s tim souvisejicim mnozstvim matri¢nich interferentti. Proto
jsou ve vétsing piipadti metody pro stanoveni glyfosatu a AMPA obtizné, zahrnuji zdlouhavou
pripravu vzorku vedouci k eliminaci rusivych koextrakti a derivatizani 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 fluorescen¢ni detekci. Tento piistup
je v soucasnosti zpracovan v podobé normy CSN ISO 21458, ktera je urena pro analyzu
derivatizace ovlivnén matri¢nimi koextrakty. Rozvoj techniky LC s tandemovou hmotnostn¢-
spektrometrickou detekci (MS/MS) umoznil zlepSeni pifedchozi metodiky zaloZené
na konvenénich 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 bé€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 dosahnout nizsich kvantifika¢nich limiti, které umozni provadét

kontroly ptitomnosti glyfosatu v produktech ekologického zemédélstvi.



3 Prakticka c¢ast

3.1 Material a metody

3.1.1 Standardy a referen¢ni materialy

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

Vnitini isotopove znacené standardy (ILIS):

Glyphosate-13C2, 15N (13C2CHs1sNOsP), ¢ = 1 mg/ml H2O.

Interni referenéni material (IRM): Vzorky ziskané vramci ucasti v evropskych testech
zpusobilosti (EUPT) poradané Referen¢nimi laboratoremi Evropské Unie (EURL) pro rezidua

pesticidu.

3.1.2 Chemikalie

Voda (ultracista), methanol (CH3OH, pro HPLC a pro LC-MS), kyselina mraven¢i (HCOOH),
hydroxid sodny (NaOH), kyselina borita (HsBOz), chlorid draselny (KCI), dichloromethan
(CH2Cl3, chromasolv), acetonitril (CH3CN, chromasolv), derivatiza¢ni ¢inidlo FMOC-CI,
octan amonny (CHsCOONHy).

3.1.3 Laboratorni pomiicky a vybaveni pro pripravu vzorku

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

termovap, filtra¢ni materidl (sttikackové filtry nylonové o velikosti port 0,2 pum), vialky (2 ml).

3.14  Postup pripravy

Vzorek byl k analyze ptipraven podle prace K. Banerjee (6). Homogenni vzorek se navazi
do 50ml centrifugacni zkumavky. Navazka se liSi v zavislosti na povaze materialu, napf.
u suchych vzorkd, jako jsou obiloviny, lusténiny a olejnata seminka se navazuje 2,5 g, u vzorki

rostlin se také navazuje 2,5 g, ale u vzorkd s vysokym obsahem vody (tj. zelenina), napf.
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brambor, je navazka 5 g. Ke vzorku se piida 20 ml 0,1% kyseliny mravenc¢i ve vodé a 20 ml
dichlormethanu (DCM). Vzorek se extrahuje tiepanim 10 min pii 300 kmitech/min. Poté
se vzorek odstiedi 5 min pii 4000 ot/min, pii 5 °C. 4ml podil vodného supernatantu se pievede
do ¢isté 50ml centrifuga¢ni zkumavky a piida se k nému ILIS, 4 ml boratového pufru a 4 ml
20mM roztoku FMOC-CI. Smés se tfepe 30 min pii 300 kmitech/min a poté se doplni do 50 ml
1% kyselinou mravenci a odstfedi se pti 4000 ot/min. Nasleduje ¢isténi metodou SPE. Kolonky
se nejprve promyji 3 ml methanolu a 3 ml 1% kyselinou mravenéi. 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 odfouka pod dusikem témét do sucha a rekonstituuje 1 ml 50 % methanolu.

Po promichani na Vortexu nésleduje ultrazvuk po dobu 1 min a filtrace vzorku do vialky.

3.1.5  Pristrojové vybaveni a podminky pro koncové stanoveni

Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem (napi. ACQUITY UPLC-TQ MS
Xevo (Waters) nebo LC-MS/MS 6420 (Agilent)), vybaveny UPLC kolonou (napi. 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 um (Agilent)).

Chromatograficka separace probéhla podle prace S. Goscinny gradientovou eluci mobilni faze
A sloZzené 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 pfi pratoku
0,45 ml/min a teploté kolony 45 °C (7). Objem nastiiku byl 2,5 pl. lonizace byla provedena
elektrosprejem v pozitivnim modu pii teploté iontového zdroje 150 °C, desolvacni teploté
450 °C a prutoku desolvaéniho plynu 900 L/hr. Analyty byly detekovany v modu sledovani
vybranych ptechodtt (MRM). Detailni informace Kk procedufe, chemikaliim a analyze jsou
zpracovany v JPP UKZUZ, postup &. 10606.1 (8).

Tabulka 1. Sledované MRM piechody.

MRM (m/z) Napéti na konusu (V) Kolizni energie (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

3.21  Prvotni testovani

V prvni fazi byl testovan postup popsany v praci S. Goscinny (7), kde se vzorek extrahuje smési
vody, methanolu a DCM a po odstiedéni DCM Se cely supernatant odpafi téméf k suchu,
rekonstituuje 1 ml vody, derivatizuje FMOC v prostfedi boratového pufru a nadbytek ¢inidla
se nakonec odstrani DCM. Vyhodou této procedury pii pouziti ILIS byla moznost kvantifikaci
redlnych vzorkli pomoci solventové kalibrace. Shodnost matricni a solventové kalibrace
vypocétena v SW Effivalidation porovnanim kalibracnich pfimek byla 100,2 %. Metoda vSak
vykazovala také fadu nevyhod, jako napf. Casové narocné zkoncentrovani supernatantu
a nedostate¢né odstranéni nadbytku derivatiza¢niho ¢inidla, které pii 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 ovéfena pouzitelnost tohoto postupu pro rutinni analyzu riiznorodého rostlinného

materialu a poté byl tento postup validovan.

3.2.2  Validacni experiment

Metoda byla validovana pomoci internich referenénich materialti a vicenasobnych stanoveni
obohacenych vzork obilovin (kukufi¢na mouka) a rostlin (smésny vzorek). Vybrané matrice
bez pritomnosti glyfosatu byly obohaceny na hladinach 0,006 mg/kg (kukuficna mouka)
a 0,040 mg/kg (rostliny) v minimaln¢ péti opakovanich. Stanovena ptesnost (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/ Naméfeny L v &
Materiél obsah v IRM obsah Vyt(f,fo')"m Opak(zgﬁ;[BMOSt gsgﬁt
| (mgrkg) (mgrkg) |
Ié;kurlcna mouka- 0,006 0,0066 105,2 6,6 6
Rostlinny smésny 0,040 0,0339 84,7 9,2 5
material-SP




Obohaceni/ Naméreny Loy -
Material obsah v IRM obsah Vyt(f,fo‘)“’“ Opak(g:)//z:;[elnost gs;ﬁt
' (mg/kg) (mg/kg) '
ﬁqul\l;lurlcna mouka- 0,568 05873 1034 0,4 6
Cocka-IRM 0,827 0,8763 106,0 11 6
Brambor-IRM 0,340 0,3618 106,4 4,9 6

Nejniz§i validovana hladina oznafovana také jako reportovaci limit byla 0,006 mg/kg
a na protokolu se uvadi jako mez stanovitelnosti postupu s derivatizaci. Tento reportovaci limit
umoziuje kontrolovat jak konvenéni, tak ekologickou zeméd¢lskou produkci. Na obrazku 1

je uveden chromatogram derivatizovaného glyfosatu-FMOC na hladiné reportovaciho limitu

v kukufici.

Obrazek 1. Chromatogram derivatizovaného glyfosatu a piislusného ILIS v kukufici
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K identifikaci latek byla pouzita konfirmacni kritéria, tj. retenéni Cas (RT) a pomér

sledovanych, kvantifika¢nich a konfirmacnich iontii. Pro spravnou kvantifikaci je nutné

pouzivat izotopoveé znaceny vnitini standard (ILIS) nebo metodu standardniho piidavku.




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

3.2.3  Ovéreni metody
Nov¢ zavedena metoda s derivatizaci FMOC byla v roce 2017 a 2018 ovéfena ucasti v EUPT-

SRM (10, 11).

Tabulka 3. Piehled vysledkii testi EUPT-SRM.

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

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

SRM13 | 2018 Sojova mouka 0.903 0,954 0,2

4 Zavér

Zavedena metoda, ktera zahrnuje derivatizaci FMOC, piedstavuje citlivéj$i metodu stanoveni
glyfosatu v porovnani s pavodni postupem (12), zalozenym na metodice QuPPe (13), ur¢enym
pro analyzu nativniho glyfosatu v konvenénich krmnych surovinach a poskozeném rostlinném
materidlu s mezi stanovitelnosti (0,1 — 0,5) mg/kg. V ramci validace byly poZadavky
na spravnost a presnost nové metody s derivatizaci splnény na hladiné 0,006 mg/kg, ktery tedy
predstavuje mez stanovitelnosti této metody a umoznuje jeji vyuziti pii kontrole ekologické
lusténiny a olejniny. Spravnost validované metody byla potvrzena Gcasti v kruhovych testech
EUPT-SRM.
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Zavedeni kvalitativni detekce transgenu MON 88701

u baviny

Jana Stehlikova

Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédélsky
OdMB Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno

jana.sehlikova@ukzuz.cz

1 Uvod

Geneticky modifikovany organismus (GM organismus, GMO) je organismus, jehoZ geneticky
material byl amysIn¢ zménén, a to zpusobem, kterého se nedosahne pfirozenou rekombinaci.
Dotcené techniky jsou uvedeny v Zakonu o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy

a genetickymi produkty ¢. 78/2004 Sb.

Geneticky modifikované (GM) plodiny jsou takové rostliny, u kterych byl zménén dédiény
material (DNA) pomoci genovych technologii. Jednd se o Slechtitelské metody z oblasti
biotechnologii, které mimo jiné¢ umoziuji mezidruhovy prenos gent. Nejedna se vSak o tvorbu
a vnaseni uméle vytvotrenych gend.

MON 88701 je geneticky modifikovana bavina, jejiz DNA obsahuje gen bar a gen dmo.
V ptipadu genu bar byl zdrojem Streptomyces hygroscopicus, produktem je phosphinothricin

N-acetyltransferase (PAT) enzym a vysledkem je tolerance vici glufosinatu amonnému.

U genu dmo byl zdrojem Stenotrophomonas maltophilia kmene DI-6, produktem je enzym
dicamba mono-cyklooxygenaza a vysledkem je tolerance k herbicidu dicamba (2-methoxy-3,6-

dichlorobenzoova kyselina).

2 Cil

Cilem prace je rozsifit spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci

u bavlny o kvalitativni stanoveni MON 88701 a ur¢eni meze detekce stanoveni.
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Soucasti zavadéni stanoveni transgenu MON 88701 bude ovéieni detekce screeningového

elementu bar.

3 Princip

Zékladem metody detekce genetickych modifikaci je polymerazova fetézova reakce (dale
PCR). Jedna se 0 bézné pouzivanou metodu, pii které dochazi k mnohonasobnému zmnozeni
konkrétniho poZadovaného useku DNA. V tomto ptipadé¢ se jedna o klasickou PCR

s elektroforetickou detekci amplikonu na agar6zovém gelu.

4 Material a metody

Pro zavedeni byly pouzity certifikované referencni materidly (CRM) American Oil Chemist’s
Society (AOCS)

0113A: Cotton Monsanto MON88701 Powder (> 98,45 % GM), laboratorni zna¢eni: CRM
9/2018

0804A: Cotton Monsanto Company Non modified Powder ( 0,1% GM), laboratorni znaceni:
CRM 17/2014.

Izolace byla provedena pomoci zavedeného komercéniho kitu (NucleoSpin® Food -
MACHEREY-NAGEL). U izolati DNA byla zméfena koncentrace, byla otestovanaa kvalita
I amplifikovatelnost DNA.

4.1  Pristroje a pomucky

Extrakce DNA

Vahy s piesnosti 0,01 g.

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

Minishaker, vortex.

Elektromagnetické michadlo s ohievem.

Ptenosna UV lampa.

Digestof.

pHmetr.
10



Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul, $pi¢ky 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 ohifevem.

pHmetr.

Lednice.

Mrazici box.

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

Elektroforeticka vana, zdroj napéti, elektroforetické hiebinky.

Fotodokumentaéni zatizeni se software.

Latexové rukavice bezpudrove, laboratorni sklo, obalovy materiél, 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 material, stojanky na zkumavky, odpadni nadoby,
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nadoba na uchovani ledu.

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 (koncentrét).

Elution buffer CE.

NucleoSpin® Food Columns (plus Collection Tubes).

Proteinase K (lyofilizat).

Proteinase buffer PB.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

Agar6za 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 (napf. EZ LoadTM Molecular Ruler 50 bp PCR
Biorad).

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

PCR reakce — amplifikace
REDTagq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix with MgCl2, vyrobce Sigma-Aldrich, univerzalni
reak¢ni smés pro PCR (dale REDTaq).

REDTaqg ReadyMix PCR Reaction Mix with MgClo.
PCR voda.
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Dalsi poti‘ebné chemikalie nedodavané v ramci Kiti.

Voda vhodna pro PCR.

Dekontaminacni roztok pro oSetfeni ploch.

Amplifikacni primery:

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

VG bavlna (Alkohol dehydrogenaza C): KVM157/KVM158
F: CAC ATG ACTTAGCCCATCTTTGC
R:CCCACCCTTTTTTGG TTT AGC

bar: RapB-F1/RapB-R1
F: ACA AGC ACGGTCAACTTCC
R: GAG GTC GTC CGT CCACTC

MON&88701: MON88701 primer 1/MON88701 primer 2
F: CAT ACT CAT TGC TGA TCC ATG TAG A
R: AGT GTT AAACAAGTT ATG TTC TAG AGC

4.3 Pracovni postup

Pro zavéadéni byly pouzity postupy 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 a JPP 10259.1 Vyhodnoceni vysledkii stanoveni GMO metodou PCR.
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Tabulka €. 1. SloZeni reakéni smési pro PCR pomoci kitu REDTaq® ReadyMix™ PCR

Reaction Mix (jednoducha PCR), vniti‘ni gen kukutice, bar i MON88701.

Slozka Koncentrace Finalni Objem (ul/reakce)
roztokii 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/ul 50 ng 5
Objem sm¢ési v¢. templatu 25

Vnitini gen baviny (Alkohol dehydrogenaza C)

Primery: KVM157/KVM158

Délka amplikonu: 73 bp

Tabulka €. 2. Amplifika¢ni program.

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli

UNG 50 120 1
Denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15 45
Annealing a extenze 60 60

bar gen

primery: RapB-F1/RapB-R1

délka amplikonu: 60 bp

Tabulka €. 3. Amplifika¢ni program.

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli

Pocate¢ni denaturace 95 900 1
Denaturace 95 10 45
Annealing a extenze 60 15
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MON 88701

primery: MON88701 primer 1/MON88701 primer 2
délka amplikonu: 84 bp

Tabulka €. 4. Amplifika¢ni program.

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Poc¢atecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 45

5  Vysledky a diskuse

Kvalita DNA

Pro zavadéni, byla vyextrahovana DNA z CRM GM negativni baviny (CRM 17/2014) az CRM
baviny MON88701 (CRM 9/2018). U vsech izolati byla zméfena koncentrace (tabulka ¢. 5),

otestovana kvalita i amplifikovatelnost DNA (obrazky ¢. 1, 2).

Tabulka ¢. 5. CRM 17/2014 a CRM 9/2018 — hodnoty naméfenych koncentraci a hodnoty

urcujici ¢istotu vyextrahované DNA.

CRM Koncentrace A 260/A 280 A 260/230
ng/ul
Bavina CRM A 335,4 1,86 1,79
17/2014 B 278,9 1,85 1,81
C 500,9 1,84 1,93
D 352,0 1,88 2,17
E 593,4 1,86 1,82
Bavina CRM A 187,6 1,90 2,20
9/2018 B 196,8 1,89 2,11
MON 88701 C 172,6 1,89 2,23
> 98,45 % GM D 166,9 1,88 2,15
E 157,3 1,88 2,16
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Kvalita DNA - CRM 7/2014

KI MM A B C D E MM

10

Obr. ¢. 1. Kvalita izolati DNA, CRM 7/2014 izolaty A, B, C, D, E. MM - Load Precision
Molecular Mass Standard, KI — kontrola izolace.

Kwalita DNA - CRM 9/2018

EI MM A B C D 3

1000 bD g

500bp

250 bp

Obr. ¢. 2. Kvalita izolati DNA, CRM 9/2018, izolaty A, B, C, D, E. MM - Load Precision
Molecular Mass Standard, KI — kontrola izolace.
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VG Bavina
CEM 17/2014 CRM 9/2018

BT KIl K2 M0 A B C D LR ! B ¢ D E

250bp
200 bp
150bp
100 bp
TIbp M - - . S . - -

50bp

FImE L

Obr. €. 3. Vnitini gen bavlna (73bp) - CRM 7/2014 a 9/2018, izolaty A, B, C, D, E. M50 -
hmotnostni marker 50 bp, Kl1, KI2 — kontrola izolace, PK-CRM 27/2012.

Screening

Byl stanoven screeningovy element bar s pozitivnim vysledkem (obrazek ¢. 4)

bar - CRM 9/2018

———

—

-
—
e
il
—
—

o

Obr. 4. Screening bar (60 bp), CRM 9/2018 (A, B, C, D, E), M50 — hmotnostni marker 50
bp, BT-beztemplatova kontrola, PK-CRM 2/2008.

Spravnost stanoveni MON 88701
Byl stanoven MON 88701 z izolatd (A, B) CRM 9/2018 s koncentraci DNA 5ng/pl a
s koncentraci DNA 10 ng/pl. Zkousky byly pozitivni. (obrazek €. 5)
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MON 88701 - CRM 9/2018

BT NK MW A3 BJY A0 E10 M
ngful ng/ul

s 230 bp
200 bp
150 bp
100 bp
Hbp e see - -

50bp

Obr. & 5. Stanoveni MONB88701 (84 bp), BT - beztemplatova kontrola, NK - CRM
17/2014, M50-marker 50 bp, CRM 9/2018: lIzolaty A, B v koncentracich 5 ng DNA/ul a
10 ng DNA/ul.

Mez detekce stanoveni MON 88701

Mez detekce byla stanovena metodou fedici fady s pouzitim izolatu nemodifikované genomickeé
DNA baviny (CRM 17/2014). Nejprve byla otestovana fedici fada 100 % - 0,05 % GM.
(Obrazek ¢. 6.) Nasledn¢ byly provedeny amplifikace izolatu CRM 9/2018 o obsahu modifikace
1 %; 0,1 % a 0,05 %.

K amplifikaci a detekci produktu doslo ve vSech opakovanich (obrazky ¢. 7-10).

Z vysledki analyz vyplynulo, Ze obsah modifikace MON 87427 lze detekovat na hladin¢
0,05 %.

Mez detekce se ovérila provedenim péti nezavislych PCR (amplifikaci) zavadéné modifikace.
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MON 88701 - CRM 9/2018

BT NK M0 100% 10% 1% O0.1% 0,05% M30

2150 bp
200 bp
150 bp

100 bp
50 bp

FOE T L

4bp N . e

Obr. ¢. 6. Stanoveni MD transgenu MONB88701 (84 bp), BT — beztemplatova kontrola, NK
— CRM 17/2014, M50-marker 50 bp. CRM 9/2018: 100 (> 98,45) %; 10 %; 1 %; 0,1 %;
0,05 %. Amplifika¢ni kit REDTaq. PCR probéhla do koncentrace 0,05 %.

MON 88701 - CRM 9/2018 MON 88701 - CRM 9/2018

BT NK M0 1% 0.1% 0.05% M30
BT NK M50 1% 0.1% 005% M350

(R

S
=
o

=
-
p—
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MON 82701 - CEM 9/2018 MON 88701 - CRM 9/2018

BT NE M5S0 1% 01% 0.05% MS0 BT NK M0 1% 01% 003% M30

e
————
-
s
e
T
e
—

FEOE R
FEIR R

CHEI TR

Obr. ¢. 7-10. Stanoveni MD transgenu MON88701 (84 bp), BT — beztemplatova kontrola,
NK - CRM 17/2014, M50-marker 50 bp. CRM 9/2018: 1 %; 0,1 %; 0,05 %. Amplifika¢ni
kit REDTaq. PCR probéhla do koncentrace 0,05 %.

Béhem verifikace se postupovalo podle metody JPP (postupy ¢. 10252.1, 10255.1, 10257.1,
10259.1) a metody validované EURL. Zachovaly se jednotlivé objemy a slozky PCR reakce,
sekvence primerti 1 amplifika¢ni programy.

Z vyse uvedenych vysledkl vyplyva, Ze testovany certifikovany referencni material vykazuje
pruh v ptislusném misté.

Detekovatelnost pruhtt DNA je zavisla zejména na koncentraci templatové DNA, kvalité
templatové DNA (zavisi na zpusobu izolace, skladovani apod.), kvalité amplifika¢nich primert,

kvalité gelu, pouzitém interkalaénim barvivu a provedeni elektroforézy.

6 Zavér

Cilem préace bylo zavést metodu pro detekci nové genetické modifikace baviny MON 88701
a rozsitit tak spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci v laboratoti OMB.
Metoda stanoveni kukuiice MON 88701 byla zavedena s mezi detekce 0,05 % GM.

Tato metoda se zafadi jako dalsi parametr pii zkouSeni pfitomnosti genetickych modifikaci

ve vzorcich krmiv a osiv.
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Zavedeni kvalitativni detekce transgenu VCO-01981-5
u kukurice

Jana Stehlikova

Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédélsky
OdMB Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno

jana.sehlikova@ukzuz.cz

1 Uvod

VCO0-01981-5 je geneticky modifikovana kukufice, jejiz DNA byla modifikovana pomoci
syntetického genu, podobnému genu epsps grg23 z pudni bakterie Arthrobacter globiformis.
Produktem je protein 5-enolpyruvylshikimat-3-fosfatsyntaza (EPSPS) nebo EPSPS ACES
protein. VVysledkem je tolerance ke glyfosatovym herbicidum.

2 Cil

Cilem préace bylo rozsifit spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci u kukufice

o kvalitativni stanoveni VCO-01981-5 a uré¢eni meze detekce stanoveni.

3 Princip

Zakladem metody detekce genetickych modifikaci je polymerazova fetézova reakce, dale PCR.
Jedna se o bézné pouzivanou metodu, ptfi které dochdzi k mnohonasobnému zmnoZzeni
konkrétniho poZadovaného Useku DNA. V tomto piipadé¢ se jedna o klasickou PCR
s elektroforetickou detekci amplikonu na agar6zovém gelu.

4 Material a metody

Pro zavedeni byly pouzity certifikované referenéni materialy (CRM) od IRMM Institute for

reference Material and Measurements (IRMM).
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ERM® - BF438a: VCO - 01981-5 maize (< 0,006 % GM), laboratorni znaceni: CRM 6/2018
ERM® - BF438c: VCO - 01981-5 maize (0,1 % GM), laboratorni znac¢eni: CRM 7/2018
ERM® - BF438d: VCO - 01981-5 maize (1 % GM), laboratorni znac¢eni: CRM 8/2018

Izolace byla provedena pomoci zavedeného komer¢niho 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 piesnosti 0,01 g.

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

Minishaker, vortex.

Elektromagnetické michadlo s ohifevem.

Ptenosna UV lampa.

Digestor.

pHmetr.

Lednice.

Mrazici box.

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

Latexové rukavice bezpudrove, laboratorni sklo, obalovy materiél, stojanky na zkumavky,
odpadni nadoby.

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

pHmetr.

Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul, $pi¢ky s filtrem a bez filtru.
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Plastové zkumavky s vickem o 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 $pi¢ky 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 material, stojanky na zkumavky, odpadni nadoby,

nadoba na uchovani ledu.

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.
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Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

Agardza 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 (napf. EZ LoadTM Molecular Ruler 50 bp PCR
Biorad).

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

PCR reakce — amplifikace
REDTagq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix with MgCl2, vyrobce Sigma-Aldrich, univerzalni
reak¢ni smés pro PCR (dale REDTaq).

REDTaqg ReadyMix PCR Reaction Mix with MgClo.
PCR voda.

Dalsi poti‘ebné chemikalie nedodavané v ramci Kitii .

Voda vhodna pro PCR.

Dekontaminacni roztok pro oSetfeni ploch.

Amplifikacni primery:

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

VG kukufice: IVRI-F / IVRI-R
F: CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC
R: GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GATC

VCO0-01981-5: VCO-1981-5 primer F / VCO-1981-5 primer R
F: CCACTG AACGTC ACC AAGAAGA
R: GCC GCT ACT CGA GGG ATT TA
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4.3  Pracovni postup

Pro zavadéni byly pouzity postupy JPP 10252.1 Izolace DNA pro stanoveni GMO metodou
PCR-kit Nucleospin Food, JPP 10255.1 Provedeni polymerazové tetézové reakce (PCR)
pomoci kitu RedTaqg pro stanoveni GMO, JPP 10257.1 Gelova elektroforéza pro stanoveni
GMO metodou PCR a JPP 10259.1 Vyhodnoceni vysledkii stanoveni GMO metodou PCR.

Tabulka 1. SloZeni reakéni smési pro PCR pomoci kitu REDTaq® ReadyMix™ PCR
Reaction Mix (jednoducha PCR), vnitini gen kukufFice i VCO-01981-5.

Slozka Koncentrace Finalni Objem (ul/reakce)
roztokii 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 sm¢si v¢. templatu 25

Vnitini gen kukufice (Skrobova invertaza)
primery: IVRI-F/ IVRI-R
délka amplikonu: 225 bp

Tabulka €. 2. Amplifika¢ni program.

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocatecni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 50
Annealing 68 110 35
Extenze 72 120
Zaveérecna extenze 72 300 1
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VCO-01981-5

primery: VCO-1981-5 primer F/ VCO-1981-5 primer R

délka amplikonu: 85bp

Tabulka €. 3. Amplifika¢ni program.

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Poc¢atecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 0

5 Vysledky a diskuse

Kvalita DNA

Pro zavadéni byla extrahovana DNA z CRM GM negativni kukufice (CRM 6/2018) a z CRM
kukutice VCO-01981-5 (CRM 7/2018, CRM 8/2018). U vSech izolati byla zmétena
koncentrace (tabulka €. 4), otestovana kvalita i amplifikovatelnost DNA (obrazky €. 1, 2, 3, 4,

5).

Tabulka ¢.4. CRM 14/2016, CRM 13/2016 a CRM 16/2016 — hodnoty naméfenych

koncentraci a hodnoty urcujici ¢istotu vyextrahované DNA.

CRM Koncentrace A 260/A 280 A 260/230
ng/ul
Kukufice CRM A 94,8 1,86 2,25
6/2018 B 103,2 1,85 2,25
C 84,4 1,86 2,25
D 107,3 1,87 2,23
E 92,3 1,85 2,21
Kukufice CRM A 74,4 1,89 2,23
7/2018 B 67,9 1,88 2,20
VCO0-01981-5 C 67,4 1,88 2,25
0,1 % GM D 1911 1,95 2,00
E 62,1 1,87 2,14
Kukufice CRM A 67,2 1,83 2,15
8/2018 B 106,1 1,86 2,18
VCO0-01981-5 C 95,3 1,86 2,18
1% GM D 95,2 1,88 2,24
E 81,7 1,85 2,22
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Krvalita DNA
EI-MM A B €

'."'uu

Obr. ¢ 1. Kvalita izolatai DNA, CRM 6/2018 izolaty A, B, C, D, E, smés z 2. a 3. eluce.
MM - Load Precision Molecular Mass Standard, K1l — kontrola izolace.

d s Kvalita DNA W
CERM 772018 CRM 872018

EKIMM A B C D E 2EI3ENM El MM A7 B: CpD E 2FE “Er'MM

Wuwpw. - o o o v

Obr. &. 2. Kvalita izolati DNA, CRM 7/2018 a CRM 8/2018, izolaty A, B, C, D, E, smés

z 2. a3. eluce. MM - Load Precision Molecular Mass Standard, KI — kontrola izolace.
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VG - kukurice - CRM 6/2018

250 bp
e D D =D - = e» T ew

Obr. ¢. 3. Vnitini gen kukufice (225bp) - CRM 6/2018, izolaty A, B, C, D, E, smés z 2. a 3.
eluce, M50 — hmotnostni marker 50 bp, KI — kontrola izolace, PK-CRM 15/2014.

VG - kukurice - CRM 7/2018

B C D 1

Obr. ¢. 4. Vnitini gen kukufice (225bp) - CRM 7/2018, izolaty A, B, C, D, E, smés z 2. a 3.
eluce, M50 — hmotnostni marker 50 bp, KI — kontrola izolace, PK-CRM 15/2014.
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VG - kulorice - CRM 82018

E 2E 3.El M50 FE

Obr. €. 5. Vnitini gen kukufice (225bp) - CRM 8/2018, izolaty A, B, C, D, E, smés z 2. a 3.
eluce, M50 — hmotnostni marker 50 bp, KI — kontrola izolace, PK-CRM 15/2014.

Spravnost stanoveni VC0O-01981-5

Bylo provedeno stanoveni VCO-01981-5 z izolatd (A, B) CRM 7/2018 a CRM 8/2018
s koncentraci DNA 5ng/ul a s koncentraci DNA 10 ng/ul. Zkousky byly pozitivni. (obrazek ¢.
6)

VCO0-01981-5
CRM 82018

A5 B10 BS Al0 A3

ng/ul

Obr. ¢&. 6. Stanoveni VC0O-01981-5 (85 bp), BT — beztemplatova kontrola, M50-marker 50
bp, CRM 7 a 8/2018: Izolaty A, B v koncentracich 5 ng DNA/ul a 10 ng DNA/uL.
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Mez detekce stanoveni VCO-01981-5

Mez detekce byla stanovena metodou fedici fady s pouzitim izolatu nemodifikované genomickeé
DNA kukufice (CRM 6/2016). Byla provedena amplifikace izolatu CRM 8/2018 o obsahu
modifikace 1 %, 0,1 % a 0,05 %.

K amplifikaci a detekci produktu doslo ve vSech opakovanich. (obrazky ¢. 7 az 11).

Z vysledki analyz vyplynulo, ze obsah modifikace VCO-1981-5 lIze detekovat na hladiné
0,05 %.

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

VCO-01981-3, CRM 82018 VCO-01981-5, CRM 82018 VCO-01981-5, CRM 82018

ET WE M50 1% 0.1%

5, CRM 8/2018 | VCO-01981-5,

BT NE M350 1% 0.1

Obr. & 7 az 11. Stanoveni MD transgenu VCO-01981-5 (85 bp), BT — beztemplatova
kontrola, NK — CRM 6/2018, M50-marker 50 bp. CRM 8/2018: 1 %; 0,1 %; 0,05 %.
Amplifika¢ni kit REDTaq. PCR probéhla do koncentrace 0,05 %.
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Béhem verifikace se postupovalo podle metody JPP (postupy ¢. 10252.1, 10255.1, 10257.1,
10259.1) a metody validované EURL. Zachovaly se jednotlivé objemy a slozky PCR reakce,
sekvence primerti i amplifika¢ni programy.

Z vyse uvedenych vysledka vyplyva, ze testovany certifikovany referenéni material vykazuje
pruh v piislusném misté.

Detekovatelnost pruhit DNA je zavisla zejména na koncentraci templatové DNA, kvalité
templatové DNA (zavisi na zptisobu izolace, skladovani apod.), kvalité amplifika¢nich primert,

kvalité gelu, pouzitém interkalacnim barvivu a provedeni elektroforézy.

6 Zavér
Cilem préace bylo zavést metodu pro detekci nové genetické modifikace kukutice VCO-01981-

5 a rozsitit tak spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci v laboratoti OMB.
Metoda stanoveni kukutice VCO-01981-5 byla zavedena s mezi detekce 0,05 % GM.

Tato metoda se zaradi jako dalsi parametr pfi zkouSeni ptitomnosti genetickych modifikaci

U vzorku krmiv a osiv.
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Zavedeni metody pro identifikaci odrid jeémene pomoci
SSR markeru

Jitka Klempova

Ustiedni kontrolni a zkugebni ustav zem&d&lsky
OdMB Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno

jitka.klempova@ukzuz.cz

1 Uvod

Prace vychazi z poZadavku Narodniho odridového tfadu na zavedeni podpurné metody
pro urceni odriidové pravosti, kontroly osiva/sadby a tvorby databazi genetickych profila (pre-
screening odrid pro DUS). Genotypizace zaloZend na analyze mikrosatelitnich (SSR) markert
je hojné vyuzivana technika, ktera je pro svoji vysokou rozliSovaci schopnost vhodnym

nastrojem Kk rychlé a efektivni kontrole rostlinného materialu, v¢etn¢ identifikace odrud.

Mikrosatelitni oblasti jsou piitomné u vétSiny rostlinnych genomt a obsahuji repetitivni motivy
DNA sekvenci o délce 1 aZz 6 bp. Jejich celkova délka obvykle nepiesahuje 100 bp a jsou
soucasti nekodujicich sekvenci genomu, které se podileji na regulaci genové exprese. Vzhledem
k jejich struktuie Casto podléhaji mutacim, kdy predevSim kvuli replikacnim chybam DNA
polymerdzy dochazi k vynechani nebo pfidani jednotky repetitivniho motivu, a vykazuji
vysoky stupent polymorfismu. Navic se vyznacuji kodominantnim charakterem dédicnosti,

Sirokym zastoupenim v genomu a druhovou specifitou.

Pii vybéru markerd vhodnych k charakterizaci odrud je¢mene se vychazelo zodborné
literatury. Sekvence ptislusnych primert jsou dostupné ve vetejnych databazich. Zavadéni
analytickych postupti vychéazelo ze stavajicich JPP a z pravidel a doporuceni Mezinarodni
asociace pro zkouSeni osiv (ISTA). Slabinou metody je absence referen¢niho materidlu,

pfipadné databaze umoziiujici porovnani vyslednych alelickych profilti testovanych vzorkd.
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2 Material a metody

2.1 Pristrojové a technické vybaveni
Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl.
Analytické vahy.

Centrifuga na desticky.

Elektromagnetické michadlo s ohfevem.
Fotofokumentacni zafizeni.

Fragmentovy analyzator Fragment Analyzer (Advanced Analytical).
Horkovzdusna susarna.

Chladnicka.

Chlazena centrifuga (14000 ot/min).

Mikroobjemovy UV-VIS spektrofotometr.
Minicentrifuga.

Mraznicka.

PCR box.

PCR desti¢ky, samolepici folie.

Plastové zkumavky (0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml, 50 ml, 250 ml).
Rotorovy rychlomlynek Pulverisette 14 (Fritsch).

Sterilni $picky s filtrem, bez filtru.

Termocyklér C1000 Touch ™ Thermal Cycler (Bio-Rad).
UV lampa.

Vodni lazen.

Vortex.

Vyrobnik ledu.

Laboratorni sklo, plastik, ochranné rukavice
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Zatizeni na horizontalni elektroforézu, zdroj napéti

2.2 Chemikalie

Reagencie pro izolaci DNA
DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen).

Ethanol pro spektroskopii (Uvasol).

Reagencie pro elektroforézu

Trizma base (Sigma).

Kyselina octova 99,8% p.a. (Lach-Ner).

Disodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové, Na2EDTA (Sigma).
Agardza (Sigma).

Ethidium bromid (Merck).

6% DNA Loading Dye (Fermentas).

EZ Load™ Precision Molecular Mass Ruler (Biorad).

GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder, ready-to-use (Fermentas).
Reagencie pro PCR

Type-it Microsatellite PCR Kit (Qiagen).

SloZeni kitu: 2 x Type-it Multiplex PCR Master Mix, 5x Q-Solution, RNase-Free voda.
Amplifika¢ni primery 100uM (Generi Biotech).

PCR voda.

Reagencie pro fragmentaé¢ni analyzu

DNF-900 dsDNA Reagent Kit, 35 bp — 500 bp (Advanced Analytical).

SloZeni kitu: FA dsDNA Gel, 35 bp — 500 bp, Interkala¢ni barvivo, 5 x 930 dsDNA Inlet Buffer,
5 x Capillary Conditioning Solution, fedici 1 x TE pufr, 35 bp a 500 bp Markery, (75 — 400)
bp Range DNA Ladder, Mineralni ole;j.

Capillary Storage Buffer (Advanced Analytical).
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2.3 Testovany material
V ramci zavedeni metodiky bylo testovano 21 vzorkl je¢mene, jejichZ bliZsi specifikace jsou
uvedeny v Tabulce 1. Jednalo se 0 10 jarnich a 11 ozimych v CR registrovanych odrtid ¢eského

1 svétového sortimentu.

2.4 Pracovni postup

Analytické postupy zahrnujici homogenizaci osiva, extrakci DNA, kontrolu kvantity a kvality
DNA, amplifikaci SSR markert a fragmenta¢ni analyzu PCR produktii, se provadéji
za podminek uvedenych v JPP &. 60075.1 Uprava a homogenizace vzorki osiv pro extrakci
DNA, JPP ¢. 10700.1 Izolace DNA (kit DNeasy Plant Mini), JPP ¢. 10250.2 Stanoveni
pritomnosti GMO metodou PCR a JPP ¢. 10258.1 Kapilarni elektroforéza pro stanoveni GMO
metodou PCR.

21 SSR markeru (Tabulka 2) vhodnych k identifikaci odrid jeémene bylo pfevzato z odborné
literatury (Perry et al. (2014); Korff et al. (2004), LeiSova et al. (2007)). Nukleotidové sekvence
primert (Tabulka 3) pro testovanou sadu markert byly ovéfeny v databdzi GenBank.
Pro amplifikaci cilovych sekvenci byl pouZit komeréni kit Type-it Microsatellite PCR
(Qiagen), ktery je pfimo uren pro genotypové analyzy probihajici v multiplexu. V piipadé
multiplex PCR se pfipravi 10 x primer mixy obsahujici 1 uM aZ 4 uM ptisluSnych primert

(Tabulka 4). Veskera fedéni se provadéji vodou pro PCR, neni-li uvedeno jinak.

Reak¢ni smés pro vlastni PCR obsahuje mastermix a templatovou DNA. SloZeni mastermixu
je uvedeno v Tabulk&ch 5 (singleplex) a 6 (multiplex). Jednotlivé komponenty se pipetuji
v poradi, ve kterém jsou uvedeny v tabulce, smés se promicha jemnym propipetovanim, kratce
sto¢i na minicentrifuze a rozalikvotuje po 7,5 ul (8,25 pl pro reakce v multiplexu)
do oznacenych PCR zkumavek. Nasledné¢ se do reakce ptidava 5 pl templatové DNA,
(v ptipadé beztemplatové kontroly a kontroly prostiedi 5 pl vody), celkovy reakéni objem Eini
12,5 pl (13,25 ul pro reakce v multiplexu). Reakéni podminky jsou optimalizovany na C1000
Touch Thermal Cycler (Bio-Rad). Teplotni profily a jednotlivé kroky PCR jsou uvedeny
v Tabulce 7.
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Tabulka 1. Seznam vzorki testovanych v ramci metodiky.

Cislo Plodina Odrida Kaod Specifikace
1 Je¢men jarni Chain 5093450

2 Je¢men jarni STRG 774/11 5000811 podobne

3 Je¢men jarni SG-S 419 5090793

4 Jetmen jarni SG-S 431 5090794 stejny piivod
5 Je¢men jarni RP13031 5095128

6 Je¢men jarni RP14033 5095129 stejny piivod
7 Je¢men jarni Odyssey 5086483

8 Je¢men jarni Octavia 5093104 pfibuzné

9 JeCmen jarni AF Cesar 5082338

10 Je€men jarni KWS Asta 5086619 odlisné
11 Jeémen ozimy AC 08/290/26 5092695

12 Jeémen ozimy KWS Salsa 5092567 podobne
13 Jeémen ozimy KW 2-430 5094745

14 JeSmen ozimy KW 2-431 5094746 stejny pvod
15 Je¢men ozimy Colonia 5085993

16 Je€men ozimy Paso 5085979 odlisné
17 Je¢men ozimy Wootan 5088337 hybrid

18 Jeémen ozimy F1F069 5088502 linie

19 JeCmen ozimy FM0471 5088503 linie

20 Je¢men ozimy RE18 5086340 linie

21 Je¢men ozimy Leibniz 5081734 linie
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Tabulka 2. Seznam 21 mikrosatelitnich markeri (chromozomalni lokalizace,
nukleotidovy motiv, pfedpokladané délkové rozmezi alel, pocet detekovanych alel).

Marker Chromozom Mot!v Délka Pocet Zdroj
repetice produktu (bp) alel *
Bmag0005 5H (AG)1s 166-172 3 a
Bmag0120 7H (AG)15 222-256 3 a
Bmag0223 5H (AG)1s 145-173 9 a
Bmag0225 3H (AG)26 137-158 4 a
Bmag0382 1H (AG)IAAAG): 94-109 3 a
Bmag0692 2H (CT)s 160-176 3 a
EBmac0415 2H (AC)17 221-243 3 a
EBmac0501 1H (AC)1z 141-151 4 a
EBmac0635 4H (AC)23 108-114 3 a
HvWaxy 7H (GCAT)4 190-196 4 a
EBmac0624 6H (GT)er 104-121 3 b
MGB371 6H (TG)s 128-136 4 b
MGB318 7(5H) (CTG)s 148-164 2 b
MGB357 7(5H) (CCG)s 236-248 2 b
HVM40 4H (GA)(GT)4(GA), 135-149 3 c
HVM74 6H (GA)s 178-221 4 C
Bmag0500 6H (ACKCBACI(ACAGEHAC 68-181 6 c
Bmag0496 64 (CT)a0 180-192 4 ¢
HVM36 oH (GA)M 112-123 3 ¢
BMS90 1H (AC)z0 212-220 3 ¢
BMS32 1H (AC);T(CA)1s(AT)s 214-223 3 ¢

*a—Perry etal. (2014): Simple sequence repeat-based identification of Canadian malting barley
varieties; b — Korff et al. (2004): Insertion of 18 new SSR markers into the Oregon Wolfe Barley
map; ¢ — LeiSova et al. (2007): Genetic resources of barley and oat characterised

by microsatellites.
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Separace a detekce ziskanych PCR produkti se provadi metodou kapilarni elektroforézy.
Vzorky se separuji ve 12 kapilarovém fragmentacnim analyzatoru od firmy Advanced
Analytical  (experimentélni  protokol DNF-900-55 — DNA 35-500bp.mthds), nasledné
se vyhodnocuji prostiednictvim programu PROSize™ 3.0 Analytical Software. Pro kvalitativni
analyzu dsDNA fragmenti o velikosti 35 bp az 500 bp se vyuziva komeréni soupravy DNF-
900 dsDNA Reagent Kit, 35 bp az 500 bp. Vzorky se pred fragmentacni analyzou Sestkrat fedi
1x TE pufrem, ktery je soucasti kitu, pficemz celkovy objem musi byt minimalné 30 pl (25 pl
1x TE + 5 pl PCR produkt). Produkty MPBmag + Bmag0382 a MPEBmac + Bmag0005
se separuji spolecné, pipetuje se tedy 20 ul 1x TE + 5 ul PCR produkt 1 + 5 pl PCR produkt 2.
Analyzou surovych dat se ziskaji (daje o velikosti (bp) separovanych dsDNA fragmentt. Data
jsou standardizovana na dolni (LM, 35 bp) a horni (UM, 500 bp) kvalitativni marker, DNA
Ladder o rozsahu 75bp az 400 bp slouzi jako hmotnostni standard (Obrazek 1) a je analyzovan
paralelné se vzorky. Pro spravné sestrojeni kalibra¢ni kiivky musi byt detekovano vSech 9 piku
DNA Ladderu. V kazdém béhu (v¢etné beztemplatové kontroly PCR) musi byt detekovan
rozeznatelny pik pro LM a UM.

Primarni data se dale prevadéji do binarni matice a statisticky se zpracovavaji pro urceni
genetické podobnosti (GS) mezi jednotlivymi odrtidami. Na zakladé piitomnosti (1)
¢1 nepritomnosti (0) alely se pro kazdy vzorek sestavi alelicky profil (reprezentovany binadrni
matici) pro viechny SSR markery. Maticovy soubor se vyhodnoti ve statistickém programu
PAST (Paleontological Statistics) ver. 3.17 stanovenim koeficientu podobnosti podle Jaccarda.
Informaci o vzajemne genetické odlisnosti (GD) lze ziskat jednoduchou transformaci GD =1 -
GS. Vizualizace vyslednych dat (genetickych podobnosti) sestrojenim dendrogramu se provadi

metodu parovani pomoci nevazenych aritmetickych praméri (UPGMA).
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Tabulka 3. Nukleotidové sekvence specifickych primeria pro amplifikaci SSR markeri

a referen¢niho genu (RG); teplotni profily a prisluSny multiplex/singleplex pro PCR.

Marker Forward primer (5"— 3°) Reverse primer (5’— 3") | PCR | Set
Bmag0005 | 1ccATGATGATGTGTGCATAGA |  CGGATCCCAACAAACACAC | TP1 | -
Bmag0120 ATTTCATCCCAAAGGAGAC | GTCACATAGACAGTTGTCTTCC | TP7 | 1
Bmag0223 TTAGTCACCCTCAACGGT CCCCTAACTGCTGTGATG TP6 -
Bmag0225 | AACACACCAAAAATATTACATCA| CGAGTAGTTCCCATGTGAC | TP8 | 4
Bmag0382 | 1GAAACCCATAGAGAGTGAGA | TCAAAAGTTTCGTTCCAAATA | TP4 -
Bmag0692 | GcAAGGTATCTCTTGTATTTTG | TGGCATCTACAATCTAAAACA | TP7 | 1
EBmac0415|  gaaacccaTcATAGCAGC AAACAGCAGCAAGAGGAG | TP4 | 2
EBmMac0501|  actraacTGCCATGCAAAG AGGGACAAAAATGGCTAAG | TP4 | 2
EBmac0635 TGCTGCGATGATGAGAACT TAGGGTAGATCCGTCCCTATG TP4 2
HvWaxy AAGACGTGGTGTTCGTGTG | CAGATGGTTCCAGGGGTAAGTTC| TP8 | 3
EBmMac0624 | AaAAAGCATTCAACTTCATAAGA |  CAACGCCATCACGTAATA TPs | 4
MGB371 TTATTCAGGCAGCACCATTG CACCAAGTTCACCTCGTCCT | TP8 | 3
MGB318 CGGCTCAAGGTCTCTTCTTC TATCTCAGATGCCCCTTTCC | TP8 | °
MGB357 GCTCCAGGGCTCCTCTTC AGCTCTCTCTGCACGTCCTT | TP8 | °
HVMA40 CGATTCCCCTTTTCCCAC ATTCTCCGCCGTCCACTC TP7 | 6
HVM74 AGGAAGTCATTGCGTGAG TGATCAAGAATGATAACATGG | TP7 | 6
Bmag0500 | GGGAACTTGCTAATGAAGAG | AATGTAAGGGAGTGTCCATAG | TP7 | 8
Bmag0496 | AGTATAACCAACAGCCGTCTA | CTATAGCACGCCTTTGAGA | TP7 | 7
HVM36 TCCAGCCGAACAATTTCTTG AGTACTCCGACACCACGTCC | TP7 | 6
BMS90 ACATCAACCCTCCTGCTC CCGCACATAGTGGTTACATC | TP7 | 7
BMS32 CCATCAAAGTCCGGCTAG GTCGGGCCTCATACTGAC TP7 | 8
Referencni gen
trnL(UAA) | CGAAATCGGTAGACGCTACG | GGGGATAGAGGGACTTGAAC | TP2 | -
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Tabulka 4. Piiprava 10x primer mixa pro multiplex PCR (100 pl).

Zé_sobni Objem Finalni Zél_sobni Objem Finalni
primer () koncentrace | primer () koncentrace
100uM (uUM) 100puM (uUM)
10 x MPBmag (1) primer mix 10 x MPMGB (5) primer mix
PCR voda 92 - PCR voda 92 -
F Bmag0120 2 2 FMGB318 2 2
R Bmag0120 2 2 R MGB318 2 2
F Bmag0692 2 2 F MGB357 2 2
R Bmag0692 2 2 R MGB357 2 2
10 x MPEBmac (2) primer mix 10 x MPHVM (6) primer mix
PCR voda 80 - PCR voda 90 -
F EBmac0415 2 2 FHVM36 1,25 1,25
R EBmac0415 2 2 R HVM36 1,25 1,25
F EBmac0501 4 4 FHVMA40 1,67 1,67
R EBmac0501 4 4 R HVM40 1,67 1,67
F EBmac0635 4 4 FHVM74 2,1 2,1
R EBmac0635 4 4 R HVM74 2,1 2,1
10 x MPMGBHYv (3) primer mix 10 x MPY (7) primer mix
PCR voda 95 - PCR voda 90 -
F MGB371 1 1 F BMS90 3 3
R MGB371 1 1 R BMS90 3 3
F HvWaxy 15 15 F Bmag0496 2 2
R HvWaxy 1,5 1,5 R Bmag0496 2 2
10 x MPG (4) primer mix 10 x MPX (8) primer mix
PCR voda 92 - PCR voda 92 -
F Bmag0225 2 2 F BMS32 2 2
R Bmag0225 2 2 R BMS32 2 2
F EBmac0624 2 2 F Bmag0500 2 2
R EBmac0624 2 2 R Bmag0500 2 2
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Tabulka 5. SloZeni reakéni smési (12,5 ul) pro singleplex PCR.

Slozka Objem/1 rekace (ul) | Finalni koncentrace
PCR voda 0,25 -

2 x Type-it Multiplex PCR Master Mix 6,25 1x
Forward primer (10uM) 0,5 0,4 uM*
Reverse primer (10uM) 0,5 0,4 uM*
Templatova DNA (5 ng/ul) 5 25 ng

*finalni koncentrace pro Bmag0382 je 0,8uM

Tabulka 6. SloZeni reakéni smési (13,25 pl) pro multiplex PCR.

Slozka Objem/1 rekace (ul) | Finalni koncentrace
PCR voda - -
Q-Solution (5x) 0,75 0,3 x

2 x Type-it Multiplex PCR Master Mix 6,25 1x

10x primer mix (Tabulka 4) 1,25 (0,1-0,2) uM
Templatova DNA (5 ng/ul) 5 25 ng
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Tabulka 7. Teplotni profily PCR.

Krok Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla

TP1 (Bmag0005) TP1 35x30s58°C.prcl
Aktivace polymerazy 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 58 30 35
Extenze 72 30
Finalni extenze 68 600 1
Chlazeni 4 0 1

TP2 (RG) TP2_RG55°C.prcl
Aktivace polymerazy 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 55 60 35
Extenze 72 30
Finalni extenze 68 600 1
Chlazeni 4 0 1

TP4 (MPEBmac, Bmag0382) TP4_40x60s60s58°C.prcl
Aktivace polymerazy 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 58 60 40
Extenze 72 60
Finalni extenze 68 600 1
Chlazeni 4 0 1

TP6 (Bmag0223) TP6_40x60s90s58°C.prcl
Aktivace polymerazy 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 58 60 40
Extenze 72 90
Finalni extenze 68 600 1
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Krok Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Chlazeni 4 o 1
TP7 (MPBmag, MPHVM, MPY, MPX) TP7_35x60s60s58°C.prcl
Aktivace polymerazy 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 58 60 35
Extenze 72 60
Finalni extenze 68 600 1
Chlazeni 4 o 1
TP8 (MPMGBHv, MPG, MPMGB) TP8_35x60590s58°C.prcl
Aktivace polymerazy 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 58 60 35
Extenze 72 90
Finalni extenze 68 600 1
Chlazeni 4 o 1
2800 2 NF-000 Kit - 75-A00Bp DNA Ladder o
25000 - - 500 b UM
22500 35 bp LM s
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Obrazek 1. 75 bp az 400 bp DNA Ladder, LM, UM.
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3 Vysledky a diskuse

Metodické postupy pro Upravu a homogenizaci vzorku testovaného osiva a naslednou extrakci
DNA vychazely z uvedenych JPP. Ze vSech 21 testovanych vzorkli se podatilo ziskat

vysokomolekularni DNA v dostateéném mnozstvi a kvalit¢ (Tabulka 8) pro naslednou

optimalizaci reak¢nich podminek PCR.

Tabulka 8. Koncentrace a Cistota DNA.

Vzorek | c(ng/ul) | Azeorso | Aczeorzo | Vzorek | c(ng/ul) | Azeozso | A260/230
1A 35,2 1,8 1,6 1B 29,4 18 1,7
2A 24,6 1,8 2,1 2B 34,3 18 1,6
3A 18,4 1,7 1,6 3B 21,2 18 1,7
4A 21,6 1,8 1,8 4B 28,3 18 1,6
5A 64,3 1,8 2,1 5B 64,9 1,8 2,1
6A 32,9 1,8 1,8 6B 113,3 1,9 2,1
7A 116,5 1,9 1,9 7B 1191 19 2,1
8A 131,7 2,0 2,1 8B 115,7 1,9 2,0
9A 90,9 1,9 2,1 9B 63,7 19 2,0
10A 130,5 2,0 2,0 10B 111,5 1,9 2,1
11A 63,4 1,9 2,2 11B 62,0 1,9 2,1
12A 31,6 1,8 2,1 12B 49,5 19 2,0
13A 55,9 1,8 2,1 13B 59,7 18 2,1
14A 42,1 1,8 2,0 14B 48,2 1,8 1,7
15A 38,2 1,8 2,0 15B 30,6 18 2,0
16A 30,8 1,8 2,0 16B 30,9 1,8 2,1
17A 53,5 1,8 1,7 1/B 33,9 1,8 15
18A 39,4 1,8 1,7 18B 43,6 18 18
19A 32,7 1,8 1,9 19B 36,9 18 1,9
20A 40,2 1,8 1,9 20B 38,2 1,7 18
21A 19,0 1,8 1,7 21B 20,9 1,7 1,8
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Amplifikovatelnost vyextrahované DNA byla ovéfena PCR referenéniho genu trnL (UAA).
Jedna se o intronni oblast genu pro tRNA ptitomného v plastidové DNA u rostlin. V ptipadé
je¢mene dochazi k amplifikaci produktu o délce 553 bp, detekce se provadi elektroforeticky

na 2% agarézovém gelu.

3.1  Optimalizace PCR

Analyza SSR polymorfismi je zaloZzena na PCR, kterd vyZaduje rozsahlou optimalizaci
reak¢nich podminek pro vSechny testované markery. Pfedpokladem tspésné PCR je nastaveni
experimentalnich parametru reakce tak, aby méla specificky prubéh a minimalizoval se vyskyt

nespecifickych a jinych minoritnich produktt.

Analyza mikrosatelitnich oblasti DNA s detekci na systémech s vysokym rozlisenim je mnohdy
spojena s velkymi rozdily v intenzit¢ fluorescen¢niho signalu a nerovnomérnymi vytézky
pro jednotlivé produkty. Castym jevem pii PCR mikrosateliti, které maji piimy dopad
na interpretaci DNA profilt, je vznik rtiznych artefaktli, zejména pak stutter piki, n-1 produkta,
nebo vyskyt tzv. nulovych alel. Prokluz polymerazy pii replikaci mikrosatelitni DNA mutze mit
za nésledek amplifikaci urcitého procenta PCR produktu kratSich/delSich o jeden ¢i vice SSR
motivli, oproti oCekavané délce. Jednd se o tzv. stutter piky, které se hojné¢ vyskytuji
u dinukleotidovych repetici, u delsich repetici jsou méné ¢asté. Jsou viditelné jako dal$i vrcholy
Vv elektroforetickém zdznamu, ¢imz zna¢né komplikuji vyhodnocovani vzorki, zvlasté téch
smésnych. Nizka kvalita templatové DNA muze vést k preferencni amplifikaci jedné (obvykle
kratsi) alely u heterozygota, ktery se pak chybné jevi jako homozygot. Jedna se o tzv. alelicky
dropout. Pfitomnost nulové alely je zplisobena mutaci DNA v misté, které je homologni
k sekvenci primeru. Tim je naruSena jeho hybridizace, a proto nedochazi k amplifikaci alely
puvodné pifitomné ve vzorku. Stochasticky efekt je primarné zplisoben nizkou koncentraci
templatové DNA, kdy v disledku nedostatecného nasedani primert dochazi k nevyvazené

amplifikaci.

V ramci optimalizace PCR pro sadu testovanych mikrosatelitnich markerti byly stanoveny
optimalni parametry pro slozeni reak¢ni smési, vstupni mnozstvi templatové DNA a teplotni
profil amplifikace. Type-it Microsatellite PCR Kit obsahuje mastermix jiz ve formé ready-to-
use, tzn. s optimalnim slozenim smési ANTP, MgCly, reakéniho pufru a HotStarTaqg DNA

polymerézy. Pii upravé PCR reakcnich podminek se vychdzelo z doporuceni manualu kitu.
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Mnozstvi vstupni templatové DNA vyznamné ovliviiuje efektivitu annealingu primerti a tim
usp&Snost celé PCR. Nizké koncentrace DNA neposkytuji dostatecné mnozstvi
komplementarnich sekvenci, ptili§ mnoho templéatu vede k vétsi mife chybného parovani. Bylo
testovano (5 — 75) ng templatové DNA v reakéni smési o celkovém objemu 25 pl, mnozstvi (25
—50) ng DNA se jevi jako optimalni. Sekvence a koncentrace primerii v reakéni smési vyrazné
ovliviiuje vysledek PCR. Prili§ vysoka koncentrace muze vést k nespecifickému nasedani
primert na templatovou DNA nebo k tvorbé primer dimert. Pfili§ nizka koncentrace primert
vede K jejich pifedCasnému vycCerpani a nedostate¢nému mnozstvi produktu. Byly testovany
koncentrace forward areverse primerd v rozmezi (0,2 — 1,0) uM. Optimalni koncentrace
primeru v reakéni smési pro amplifikaci jednotlivych markerd je 0,4 pM. Annealingova teplota
(Ta), neboli teplota nasedani primerd, se odviji od délky primerd a poétu GC part. Cim vétsi
délka a vyssi obsah GC pard, tim je Ta vySSi. V zasadé plati, ze Ta musi byt dostate¢né vysoka,
aby nedochéazelo k nespecifickému nasedani primerd k templatové DNA, pokud by ale byla
ptili§ vysoka, primery by nenasedaly viibec. Optimalni T, byla ur¢ena vytvotenim teplotniho
gradientu v rozmezi teplot (46 — 65) °C. Prvni krok PCR, pocatecni aktivace polymerazy,
probiha 5 min pii 95 °C. Nasleduje denaturace (30 s), annealing a extenze, které se cyklicky
opakuji. Finalni extenze zajistuje plné dosyntetizovani vSech nové vzniklych produkti. Byly
porovnény rozdilné doby trvani annelingu (30 — 180) s a extenze (30 — 60) s, a pocet cyklu
35 az 45. Optimalni vytézek PCR produktt byl ziskan mezi 35. a 40. cyklem. Finalni extenze
byla testovana pii teploté (60 — 72) °C po dobu (5 — 30) min. Soucasti kitu je i Q-Solution, ktery
ovliviiuje vlastnosti tini DNA a jeho pfitomnost v reakéni smési mtze vést ke zvySeni ucinnosti
PCR. Nicméné v ptipad¢ singleplex PCR nebyl ve vétsing piipadl pozorovan zadny pozitivni
efekt. Optimalni parametry pro jednotlivé markery jsou shrnuty v Tabulce 9. PCR je mozné
provadét 1 v polovicnim reakénim objemu 12,5 pl. 7,5 pl tvofi mastermix se specifickymi

primery a 5 pl DNA o koncentraci 5 ng/pl.

Testovani 21 markeri vyzaduje provedeni velkého mnozstvi PCR a naslednych fragmentacnich
analyz. Ve snaze snizit mnozstvi amplifikaci a tim celkového ¢asu a nakladu pro analyzu, byla
navrzena multiplex PCR. Jeji pfednost spociva v rychlé detekci vice produkti v jedné reakci
za pouziti dvou a vice sad primeri. Piestoze se princip samotné reakce nelisi od standardniho
protokolu PCR, efektivni vyuziti metody vyzaduje dikladné navrzeni tak, aby se vysledné PCR
produkty daly snadno a dostatecné¢ vzajemné odlisit. Vzhledem k tomu, ze amplifikace

pro vSechny markery neprobihd se stejnou Géinnosti a citlivosti, bylo nutné nékteré reakéni
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podminky pfetestovat a poupravit sloZzeni reakéni smési. Bylo navrzeno nékolik variant
multiplexti s riznymi kombinacemi markerd, pro které byl stanoven vhodny pomér koncentraci
jednotlivych primert. Sou¢asné by primery mély hybridizovat pii podobné teploté (Ta), nesmi
byt vzdjemné¢ komplementarni a délka produkti by meéla byt pii separaci kapilarni
elektroforézou odlisitelna alesponi 0 20 bp az 30 bp. Pritomnost 0,5 x Q-Solution méla pozitivni
efekt na prob&éhlou PCR. Piesto v nékolika piipadech dochazelo k negativnim interakcim
anckteré fragmenty nebyly amplifikovany. Podafilo se zoptimalizovat 8 multiplex PCR
protokolti pro paralelni detekci 3 (MPEBmac, MPHVM) nebo 2 (MPBmag, MPMGBHv, MPG,
MPMGB, MPY, MPX) SSR markera. Pro zbylé 3 markery (Bmag0382, Bmag0005,
Bmag0223), které se nepodafilo sloucit do jedné reakce, je zachovan individualni protokol
singleplex PCR. Nicmén¢ v nésledujicim kroku Ize provést spole¢nou separaci pro MPBmag +

Bmag0382 a MPEBmac + Bmag0005.
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Tabulka 9. Optimalizované reak¢éni podminky PCR pro jednotlivé markery.

Marker Konc. primeri Ta Pocet cykla | Anneal./Extenze
(LM) ) (s)
Bmag0005 0,4 58 35 30/30
Bmag0120 0,4 58 35 30/30
Bmag0223 0,4 58 40 60/90
Bmag0225 0,4 56 40 60/30
Bmag0382 0,8 58 40 60/30
Bmag0692 0,4 58 35 90/30
EBmac0415 0,4 58 35 30/30
EBmac0501 0,4 58 40 60/30
EBmac0635* 0,4 58 35 60/30
HvWaxy 0,4 58 35 30/30
EBmac0624 0,4 58 35 60/30
MGB371 0,4 58 35 60/60
MGB318 0,4 58 35 30/30
MGB357 0,4 58 35 30/30
HVMA40 0,4 58 35 60/60
HVM74 0,4 58 35 60/60
Bmag0500 0,4 58 35 60/60
Bmag0496 0,4 58 35 60/60
HVM36 0,4 58 35 60/60
BMS90 0,4 58 35 60/60
BMS32 0,4 58 35 60/60
*Q-solution

3.2 Fragmentacni analyza a vyhodnoceni elektroferogrami

Produkty amplifikace byly separovany pomoci soupravy DNF-900 dsDNA Reagent Kit, ktera
je urcena pro analyzu dsDNA fragmenti o velikosti 35 bp az 500 bp. Separacni rozliseni Kitu

pii pouziti sady 55 cm dlouhych kapilar je nejméné (3-5) bp pii 300 bp. DNA fragmenty byly
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vizualizovany softwarem PROSize™ 3.0 a vyhodnoceny pomoci 35 bp a 500 bp molekularniho

standardu. Vysledkem analyzy jsou udaje o velikosti jednotlivych alel udavané v parech bazi

(Obréazky 2-7). Kombinaci alel pro vSech 21 SSR markert se ziskd DNA (alelicky) profil

vzorku (Tabulka 10).

Tabulka 10. Alelické profily testovanych odrid ziskané analyzou 21 SSR marker.
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12 ic|la|lAlc|wm|B|A|A|C|A|B|C|E|A|IN|A|A|B|B|B|D
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Obrazek 2. Porovnani elektroferogramii pro Bmag0223 u odrid Odyssey (a - jecmen

jarni) a Paso (b - je¢men ozimy).

Obrazek 3. Porovnani elektroferogrami 5 SSR markerd (a,b — HVM36, HVMA40,
HVMT74; c,d - BMS32, Bmag0500) pro odrudy Odyssey (a,c - jeémen jarni) a Paso (b,d -

je€men ozimy).
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Obrazek 4. Porovnani elektroferogramu 4 SSR markeri (a,b - BMS90, Bmag0496; c,d -
MGB318, MGB357) pro odridy Odyssey (a,c - je¢men jarni) a Paso (b,d - je¢men ozimy).

Obrézek 5. Porovnani elektroferogrami 6 SSR markeri (a,b — Bmag0225, EBmac0624;
c,d — EBmac0415, EBmac0501, EBmac0635, Bmag0005) pro odridy Odyssey (a,c -
jeCmen jarni) a Paso (b,d - je€men ozimy).
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Obrazek 6. Porovnani elektroferogrami 5 SSR markera (a,b - MGB371, HvWaxy; c,d
— Bmag0120, Bmag0692, Bmag0382) pro odridy Odyssey (a,c - je¢men jarni) a Paso (b,d

- jeémen ozimy).
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Bmag0120 MGB318 MGB357 EBmac0415 HvWaxy EBmac0624 Bmag0692
(AG)s5 (CTG)s (CCG)s (AC)ry (GCAT), (GT)er (CT)
2212 147-149 236,7 220-1 189-190 104-5 160-1

227,89 164,5 2479 230-1 191-192 1189 172-3
256 242-4 196-197 121 176-7
ND N
Bmag0382 Bmag0225 Bmag0005 EBmac0635 Bmag0223 MGB371novyF EBmac0501
(AG)AA(AG), (AG)zs (AC)ss (AChs (AG)ss (TG)s (AC)3
137-8 166 145-6 1289 140-141
142-3 170-1 111-2 149-50 132-3 142-143
109-10 156 172 113-4 156-6 134-5 146-147
158-9 bezQ (Q) 157 136-7 150-151
159-60
163 F
165-6
171 1712 H
173 1734 |
HVM36 HVM40 HVM74 BMS90 Bmag0496 BMS32 Bmag0500
(GA)s3 (GA)s, (GT)s, (GA)7 (GA)s3 (AC) (CT)o (AC)T(CA)5(AT)g | (AGKCG(AGK(AGAGEE)(AG):
111-112 133-135 177-178 211-212 180-181 214-215 68-69
113-114 138-140 179-180 218-219 188-189 216 78
nulta 148-149 191-192 220-221 192-193 223 155-156
220-221 157-158
181
ND  nulta N

Obrazek 7. Piehled pozorovnanych alel pro 21 testovanych SSR markerit u 21 vzorki

jeCmene.

3.3 Geneticka variabilita

Vysledné profily byly pfevedeny do binarniho formatu reprezentovaného piitomnosti (1) nebo
absenci (0) jednotlivych alel (Obrazek 8). Pomoci programu PAST ver. 3.17 s vyuZitim metody
UPGMA a Jaccardova podobnostniho koeficientu byla ziskana matice genetickych podobnosti
pro vSechny testované odridy (Obrazek 9). Pro grafické vyjadieni vysledku lze vytvofit
dendrogram genetickych podobnosti (Obrézek 10). SSR genotypizaci DNA vyextrahované
z 21 vzorkl osiva je¢mene byl ziskan alelicky profil. Délka detekovanych fragmentt alel
pro jednotlivé SSR markery se pohybovala v rozmezi hodnot uvedenych v Tabulce 2.

Pro testovanou sadu 21 SSR markera bylo detekovano celkem 77 polymorfnich alel.

V prvni &asti VU bylo zavedeno 14 SSR markert. Bylo porovnano 210 part alelickych profild,
7 z nich nebylo odliSeno. V piipadé vzorki 13 (KW 2-430) a 14 (KW 2-431) $lo o 0zimé
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odridy stejného ptivodu, u zbylych Sesti parti vzorkl se jednalo o odridy je¢mene jarniho
(1 (Chain) a 2 (STRG 774/11); 1 (Chain) a 7 (Odyssey); 1 (Chain) a 8 (Octavia); 2 (STRG
774/11) a 7 (Odyssey); 2 (STRG 774/11) a 8 (Octavia); 7 (Odyssey) a 8 (Octavia)). Ve snaze
odlisit pfedevs§im podobné odrtidy jeémene jarniho byla ptivodni sada doplnéna o dalSich 7 SSR
markerti. Z ptivodnich sedmi parti shodnych alelickych profila ziistala neodliSena pouze dvojice

vzorkl 2 (STRG 774/11) a 7 (Odyssey).
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KWSAsta 10| 0| 1(0f0f0jOjO[O0JOjOfj1jOo]Jljojof1jOojojofj1[Oojofjojofljojoj1foj1]jojofojojojoOf1]O

AC08/290/26 11{ 0|0 |0jO0jOf1]|OfOfO0jOfOj1]O|Oj2|J1]|O|Of1]0[0[|OJO|1]OfO|21[/0|0]JO[1][O0]JO[O|1[0]|O]O

KWSSalsa 12| 0| 0|0fO0f1]j0|O0fOJ1|O0jO|OJOjOj1f1f0jOofJ1[OojOjOofjoO|1fojOj1|OfOjOj1|OfOjOjO|1fO]O

KW2-430 13({0|0j0j0|O0fO0jOf1f0fOjOj1f1]0jOofj1jofoJ1jojOfOjOjoOojafofljojof1fOojOofjofOjOj1]O]|O

KW?2-431 14({0/0)0|0]|0f0|0|2f0f0)0O]21f2]/0)0O]2]{0f0]21]0[|0f0)0OJO|2[Of1]0|0OfO[1]0O|JO[OfO]1]0]|O

Colonia 15[ 0J0j0jo0jO0foj1jofofOojoj1fojoj1fjoj1foj1jojofOojOoj1jofofljojofof1)jofjofOof1]O0]O]O

Paso 16|/ 0] 0|0f0|0]1]|0fO0jOJ1jO[O0JOjOj1f1|/O0jOfjOf1fOjOfj1|OfO)L1]jO|OfOJOjO|j21fOjOjO|1[O]f0O

Wootan 17| 0(0|0)0]0[0j0|OJ2|2[0|0O]2]|0fO0]21]0O|2fO0JOJ2]|2]JOf21]0OJ2[0f0JOJ2]{0f0])0O]2]|0[0]O]O

F1F069 18] 0|0 fO0fO0jOjOjOjO)jOf1fojoOofoj1joj1fof1fojojoj1)jof1fofrjojojojijofofojoj1jojojo

FM0471 19] 0| 0jO|O0fO0JOjOjOfOf1]jOofjOfOjOj1fjojOfljojojoOfljoj1jofljojojoOof1lfOojOofofOf1]0]O0]|O

RE18 20{0f0f0)1|0f0f0JO|J2]|0f0JO|2]|0f0)1]0O[|O0fO|OJ2]|0OfJO|21])OfjO[OfL1]OfJ2]0f0)O]2]0f0]O]O

Leibniz 21| 0[0f1]0j0|0|O0jO]JO|1fOfOjO]j1[O)1jOojOfOfOjO|21fOfO)Lfj1[O0fOjOfj1]|0Of0)O]|O|L1[0O]JO]O

Obrazek 8. Databaze alelickych profila (21 SSR); 1 — pFitomnost alely, 0 - absence alely.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Chain 1 |1,001,00 1,00/1,00/0,40/0,75]0,17|0,17|0,22|0,22{0,33{0,04|0,06|0,07|0,04{ 0,04| 0,04

STRG 774/11 2 [1,00{1,00 1,00{1,00{0,40]0,75(0.17|0,17[0,22|0,22[0,33| 0,04| 0,06|0,07|0,04| 0,04| 0,04

SG-S419 3 1,00{0,75{0,75/0,75 0,33[0,65|0,22|0,22|0,27|0,27| 0.40{ 0,08| 0,09| 0,07| 0,04| 0,08/ 0,08

SG-5431 4 0,751,00(0,75/0,75 0,47 0081 0,17| 0,17 0,22| 0,22| 0,33{ 0,04{ 0,06| 0,07| 0,04| 0,04| 0,04

RP13031 5 0,75|0,75|1,000,75 0,40|0,65| 0,22| 0,22|0,27|0,27{0,40{ 0,08[ 0,09{ 0,11{ 0,08| 0,08| 0,08

RP14033 6 0,75/0,75(0,75| 1,00 0,47)0187 0.17| 0,17| 0,22| 0,22{ 0,33{ 0,08{ 0,06{ 0,07| 0,04| 0,04| 0,04

Odyssey 7 |1,00/1,00 1,00[1,00[0,40]0,75[ 0.17]0,17[0,22| 0,22| 0,33/ 0,04 0,06 0,07 0,04| 0,04| 0,04

Octavia 8 |1,001,00 1,00{ 1,00{ 0,40]0,75{ 0,17]0,17]0,22[ 0,22| 0,33| 0,04 0,06/ 0,07| 0,04 0,04| 0,04]

AF Cesar 9 [0,40| 0,40 0,33|0,47|0,40| 0,47( 0,40| 0,40 1,00| 0,56 0,08| 0,08 0

=
[

0,17|0,17{0,08) 0,06( 0,07| 0,08 0,04 0,04

KWS Asta 10 [0,75(0,75| 0,65 0,65 0,75/ 0,75/ 0,56| 1,00 0,17/ 0,17 0,22| 0,22| 0,33 0,08 0,06( 0,07| 0,04( 0,04| 0,04

AC 08/290/26 110,17|0,17/0,22|0,17(0,22(0,17(0,17(0,17| 0,08| 0,17| 1,00 0,75| 0,56| 0,56/ 0,56/ 0,27 0,30 0,29 0,22 0,27| 0,33}

KWS Salsa 120,17|0,17{0,22|0,17(0,22| 0,17/ 0,17| 0,17/ 0,08| 0,17| 0,75 1,00| 0,47| 0,47 0,47| 0,22| 0,35 0,29| 0,22 0,33| 0,33

KW 2-430 130,22 0,22|0,27| 0,22| 0,27) 0,22| 0,22] 0,22( 0,17| 0,22 0,56| 0,47 1,00] 1,00 0,56| 0,22 0,25| 0,24 0,22| 0,27 0,27|

KW 2-431 140,22/ 0,22|0,27(0,22(0,27| 0,22| 0,22( 0,22/ 0,17 0,22| 0,56 0,47| 1,00| 1,00 0,56 0,22] 0,25| 0,24 0,22 0,27| 0,27}

Colonia 15 | 0,33] 0,33|0,40| 0,33 0,40| 0,33 0,33| 0,33 0,17| 0,33 0,56| 0,47 0,56| 0,56| 1,00| 0,17| 0,25( 0,24| 0,22{ 0,27| 0,27

Paso 16 | 0,04| 0,04| 0,08 0,04| 0,08 0,08| 0,04| 0,04{ 0,08) 0,08 0,27| 0,22 0,22| 0,22{ 0,17| 1,00 0,46| 0,48 0,27| 0,33 0,65|

Wootan 17 | 0,06/ 0,06| 0,09| 0,06( 0,09] 0,06| 0,06| 0,06 0,06/0,06|0,30(0,35|0,25|0,25(0,25(0,46|1,00 0,59/0,59(0,59

F1F069 18 10,07|0,07/0,07(0,07|0,11|0,07(0,07|0,07|0,07|0,07({0,29(0,29|0,24|0,24(0,24|0,48 1,0010,72(0,41|0,63

FMO0471 19 |0,04(0,04(0,04(0,04|0,08|0,04|0,04]0,04|0,08|0,04|0,22(0,22(0,22(0,22(0,22|0,27|0,59|0,72| 1,00/ 0,33| 0,40

RE18 200,04

o
(<3
=

0,08(0,04|0,08(0,04|0,04|0,04|0,04(0,04

r=)
N}
~

0,33/0,27|0,27|0,27|0,33|0,59(0,41|0,33( 1,00/ 0,47

Leibniz 21 (0,04(0

K=}
=

0,08(0,

°
=

0,08(0,04(0,04]|0,04|0,04(0

°
i

0,

w
[

0,

w
@

0

N
N

0,

~
N}

0,27/0,65|0,59/0,63|0,40/0,47| 1,00

21 SSR

SG-S 431
KWS Asta
AC 08/290/26
KWS Salsa
KW 2-430
KW 2-431
Colonia
Wootan
F1F069
FM0471
RE18
Leibniz

N STRG 774/11
Paso

= Chain

@ SG-S419
< RP13031
< RP14033
~' Odyssey
®  QOctavia
©  AF Cesar

IS
N
o
=
ey
-
[N
=
w
=
IS
=
o
=
o
=
~
=
@
=
©
N
=]
N
[

Chain 1 0,17|0,24/0,20(0,27|0,08|0,13(0,15(0,11]0,17|0,11

STRG 774/11 2 0,24]0,31|0,27/0,31|0,05/0,13/0,12(0,08(0,14(0,08

SG-S419 3 0,20(0,24|0,20|0,27|0,11/0,13/0,15/0,08(0,17| 0,14

SG-S431 4 0,11{0,20(0,17]0,24|0,05(0,06/0,10|0,05|0,08(0,11

RP13031 5 0,20(0,27(0,24|0,27|0,11(0,16/0,15|0,11{0,20{0,11

RP14033 6 0,17]0,24/0,20/0,24(0,11{0,13{0,12|0,08{0,17|0,08

Odyssey 7 0,24/0,31(0,27|0,31(0,05|0,13(0,12| 0,08/ 0,14 0,08,

Octavia 8 0,17)0,24|0,20(0,24(0,08/|0,13| 0,12/ 0,08/ 0,17| 0,08

AF Cesar 9 0,40

0,08/ 0,17|0,14{0,14(0,08| 0,13| 0,12| 0,14( 0,14/ 0,05

KWS Asta 10 |0,68 0,68 0,75(0,50( 1,00( 0,14 0,14 0,27| 0,24/ 0,20/ 0,11/ 0,11 0,10{ 0,05/ 0,14( 0,11

AC 08/290/26 11 |0,20|0,24|0,20| 0,11|0,20| 0,17| 0,24 0,17| 0,08| 0,14( 1,00} 0,75/ 0,45| 0,50 0,62| 0,24 0,24| 0,28 0,24| 0,24 0,27|

KWS Salsa 12 |0,17(0,24|0,20(0,11|0,20| 0,17 0,24 0,17 0,08| 0,14 0,75/ 1,00/ 0,45( 0,50f 0,50 0,24 0,28| 0,24| 0,20| 0,27| 0,24]

KW 2-430 13 (0,24{0,31|0,24| 0,20| 0,27] 0,24/ 0,31) 0,24/ 0,17( 0,27| 0,45 0,45 1,00 0,40] 0,20] 0,24 0,21/ 0,17/ 0,27( 0,27

KW 2-431 14 0,20)0,27|0,20| 0,17| 0,24) 0,20| 0,27) 0,20 0,14| 0,24 0,50| 0,50 1,00(0,45| 0,20| 0,21] 0,18 0,14| 0,24 0,24]

Colonia 150,27/ 0,31{0,27| 0,24( 0,27| 0,24| 0,31] 0,24| 0,14| 0,20} 0,62| 0,50| 0,40/ 0,45 1,00{ 0,14f 0,19| 0,21| 0,24| 0,20| 0,20]

Paso 160,08| 0,05/ 0,11 0,05| 0,11 0,11 0,05/ 0,08) 0,08| 0,11 0,24| 0,24| 0,20| 0,20 0,14| 1,00| 0,34 0,35 0,24| 0,24 0,45

Wootan 170,13) 0,13 0,13) 0,06 0,16/ 0,13/ 0,13( 0,13{ 0,13/0,11{0,24|0,28|0,24|0,21]0,19|0,34|1,00/0,72(0,55(0,59(0,50

F1F069 18 ]0,15(0,12|0,15(0,10|0,15|0,12|0,12|0,12|0,12|0,10|0,28|0,24(0,21|0,18(0,21|0,35(0,72| 1,00{0,70| 0,35 (0,64

FMO0471 19 |0,11(0,08(0,08(0,05|0,11|0,08|0,08]0,08/0,14|0,05|0,24(0,20(0,17{0,14(0,24|0,24|0,55|0,70| 1,00/|0,27| 0,40

RE18 20(0,17(0,14(0,17|0,08|0,20(0,17|0,14]0,17{0,14(0,14|0,24|0,27(0,27(0,24]|0,20|0,24(0,59 0,35|0,27| 1,00{ 0,35

Leibniz 210,11{0,08|0,14(0,11|0,11{0,08|0,08(0,08|0,05/0,11|0,27{0,24|0,27(0,24|0,20|0,45| 0,50/ 0,64| 0,40 0,35| 1,00

Obrazek 9. Geneticka podobnost na zakladé analyzy 14 a 21 SSR markeri.
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Obrazek 10. Dendrogram genetickych podobnosti testovanych odriad (21 SSR).

4 Z.avér

S rozvojem modernich molekuldrné biologickych metod a mapovani rostlinného genomu
se mikrosatelity staly uzitecnym nastrojem pro genotypizaci rostlin, predevsim diky jejich
extrémni variabilité, kodominantni dédi¢nosti a distribuci napti¢ celym genomem. Postupné
poznavani mikrosatelitnich sekvenci vedlo k vyvinuti postupt pro rychlou, reprodukovatelnou
a snadnou detekci jejich polymorfizmu, které maji Siroké spektrum vyuZiti v populaéni biologii

rostlin.

V préci byla zavedena podptirna metoda pro identifikaci odrid jeémene pomoci 21 SSR
markerd. Byly zoptimalizovany reakéni podminky pro PCR a fragmentacni analyzu, sniZeni
reakéniho objemu PCR na polovinu a slouceni jednotlivych reakci do multiplext vedlo
k vyraznému sniZeni nakladt a celkového mnozstvi provadénych analyz. Diskriminaéni sila
vybrané sady markerti byla ovéfena na souboru 21 vybranych odrtid je¢mene. Bylo ziskano
20 odlisnych alelickych profilii, u dvou odrid jeCmene jarniho byla detekovana shoda.
Vysledné SSR profily pro jednotlivé odridy se ukladaji do interni databéaze, ktera bude

prubézné doplnovana.

58



© ™

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22
23

Literatura

ISTA: Method validation reports on rules proposals for the International Rules for Seed
Testing 2017 Edition. OM16-06, 2016, 10-43.

ISTA: Species and variety testing. International Rules for Seed Testing 2017, Chapter 8, i-
8-26.

Korf M et al., 2004. Insertion of 18 new SSR markers into the Oregon Wolfe Barley map.
Koutecky P, Kosnar J, 2013. Metody molekularni biologie v ekologii a systematice rostlin
(Mikrosatelity).

LeiSova L, Kucera L, Dotlacil L, 2007. Genetic resources of barley and oat characterised
by microsatellites. Czech J. Genet. Plant Breed., 43 (3): 97-104.

LeiSova L a kol., 2008. Pouziti metody analyzy mikrosatelitii pro charakterizaci odrad
pSenice, jeCmene a ovsa pro potieby semendiskych podniki, Slechtitelskych stanic a
odriidového zkusebnictvi, VURV.

Mason AS, 2015. SSR Genotyping. Plant Genotyping: Methods and Protocols, Methods in
Molecular Biology, 1245, 77-89.

Nunno HM, 2012. Forensic DNA Analysis. Forensic Chemistry Handbook, 291-326.
Perry DJ, Fernando U, Lee SJ, 2014. Simple sequence repeat-based identification of
Canadian malting barley varieties. Canadian Journal of Plant Science 94(3):485-496.
Pospi$ P, Michélek P, Ruttkay-Nedecky B, Kopel P, Trnkova L, 2014. Optimalizace
multiplex PCR. Journal of Metallomics and Nanotechnologies, 1(2), 60-63.

Taberlet P et al., 2007. Power and limitations of the chloroplast trnL (UAA) intron for plant
DNA barcoding. Nucleic acids research Vol. 35, No. 3 el4.

UPOV, 2013. TGP/15 Guidance on the use of biochemical and molecular markers in the
examination of DUS.

UPQV, 2010. UPOV/INF/17/1 Guidelines for DNA-profiling: Molecular marker selection
and database construction.

UPQV, 2010. UPOV/INF/18/1 Possible use of molecular markers in the examination of
DUS.

VSUO: Molekularni metody - hodnoceni genotypii - Marker Assisted Breeding.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov

JPP UKZUZ ¢&. 60075.1 - Uprava a homogenizace vzorkii osiv pro extrakci DNA.
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