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Metody extrakce DNA z Cerstvého plodu papaji a z kandované papaji

Tento dokument byl vypracovan pracovniky Narodni Referencni laboratotfe pro identifikaci GMO a je
uréen kontrolnim laboratofim, které se zabyvaji analyzou DNA pro uréeni obsahu GMO v rostlinach a z rostlin
odvozenych matrici.

Metodika poskytuje pracovni postup pro extrakci amplifikovatelné DNA z plodu papaji melounové
(Carica papaya). Metody extrakce byly optimalizovany pro izolaci DNA z duziny a semen plodt papaji a
izolaci DNA z kandované papaji. Tyto typy produktd papaji se na trhu vyskytuji nejcastéji.

Plod papaji nepatii mezi bohaté zdroje DNA- extrakce nukleovych kyselin z né& proto vyzaduje
upravené extrakéni metody. Extrahovana DNA musi byt navic dostate¢né kvality pro dalsi zpracovani metodou
PCR- musi byt amplifikovatelna. Kontrola amplifikovatelnosti extrahované DNA probiha s pomoci PCR
vnitfniho genu papaji — papainu.

Amplifikovatelnd DNA ziskana z papaji pak nasledn¢ slouzi jako templat pro PCR, naptiklad k odhaleni
vyskytu v EU nepovolenych genetickych modifikaci papdji linii 55-1 a 63-1 podle dostupné certifikované
metodiky pro praxi s nazvem Metodika detekce geneticky modifikované pap4d;ji linii 55-1 a 63-1.

Methods of DNA extraction from the fresh papaya fruit and from the candied
papaya

This document was prepared by the members of National Reference laboratory for identification of
GMO. Itis intended for control laboratories which practise GMO analyses from different plant matrixes.

This methodology describes methods of the amplifiable DNA extraction from the fresh papaya fruit and
from the candied papaya. These methods of DNA extraction were optimized for the flesh and stones from the
fresh papaya fruit and for the candied papaya. These are the most often papaya products in the market.

Papaya fruit is a poor source of DNA- therefore the DNA extraction methods must be optimized. The
extracted DNA must satisfy requirement of amplification. Control of amplify ability of extracted DNA is
realized via PCR of specific DNA sequence of papaya endogenous papain.

Extracted amplifiable DNA could be used for the detection of GM papaya 55-1/63-1, which is not
allowed in EU. The analysis could be done according the methodology Methodics for Detection of GM papaya
55-1 and 63-1.

Oponenti:

Ing. Hana Jirakova, Ph.D., MZP CR, Oddéleni geneticky modifikovanych organismi

Prof. Ing. Katetfina Demnerova, CSc., VSCHT Praha, Ustav biochemie a mikrobiologie

Usek potravinaiskych vyrob — Utad pro potraviny, Odbor bezpetnosti potravin, MZe CR, vydal dne
27.12.2010 osvédeeni ¢. 2/2010 o uznani uplatnéné certifikované metodiky v souladu s podminkami ,,Metodiky
hodnoceni vysledkt a vyvoje®.
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1. Uvod

1.2. Cil metodiky a dedikace

Papaja melounova (Carica papaya) pochazi z tropickych oblasti Stiedni Ameriky a Vv soucasnosti patii mezi
popularni ovoce péstované v fadé tropickych i subtropickych oblasti svéta (Filipiny, Brazilie, jizni Afrika,
Indie, Vietnam a dalsi).

Produkce papéji melounové je ohrozena piedevsim ndkazou, kterou zpusobuje virus krouzkovitosti papaji
(Papaya Ringspot Virus — PRSV) (Gonsalves & Ishii, 1980), ktery patii do rodu potyvirt, neobalenych
rostlinnych RNA virii. K ndkaze dochazi béhem mechanického poskozeni rostliny (napi. pfi profezavani) nebo
s pomoci vektorového pienosu (napt. riznymi druhy msic).

Virus zptsobuje malformaci listi a krouzkovitost, napadena rostlina je zakrsla a produkuje méné ovoce.

Z diivodu ochrany rostlin papdji pfed PRSV byla vyvinuta ve spolupraci Havajské Cornel University se
spolecnosti Upjohn geneticky modifikovana papaja 55-1. Tato GM papdja, s jejimz pestovanim se na Havaji
zacalo od roku 1998, méla za ukol zvysit rezistenci rostlin vii¢i PRSV. O kontaminaci konvenéni papaji GM
papajou 55-1 informovala v roce 2006 organizace Hawaii SEED, ktera zacala s testovanim papaji jeji péstitele
uz v roce 2003. Kontaminace GM papajou zasahla podle jejich zpravy 30-50% konvencni papaji. Z oblasti
Havaje se v§ak GM papédja rozsifila jeSte¢ dale, Thajska vlada informovala o kontaminaci GM papéjou v roce
2004 (Ohmori a kol., 2007).

Dovoz ani péstovani GM papaji 55-1 (a jeji obdoby 63-1) neni v Evropské Unii povoleno, jeji vyskyt vsak jiz
byl podle zpravy Komise o napliiovani nafizeni 1829/2003 zaznamenan béhem kontroly dovozu produktd do
zemi EU z USA.

Kontrolni laboratofe nejvice vyuzivaji metodu PCR pro detekci GMO, ktera vede ptes analyzu DNA. Oproti
metodam, zaloZenym na proteinové analyze, jako napt. ELISA, které pozaduji pro detekci pfitomnost nativniho
proteinu ve vzorku, umoziiuje PCR analyzu GMO i v pomérné vyrazné prumyslové zpracovanych matricich.
Pro amplifikaci kontrolniho vnitiniho genu i transgennich elementl jsou obvykle vyuzivany kratké useky DNA
(do velikosti cca. 200 bp). I ¢astecné degradovand DNA tak ¢asto umozni GspeSny prab¢h analyzy.

Plody papaji melounové jsou chudym zdrojem nukleovych kyselin. Cilem uplatnéni metodiky je poskytnuti
vhodnych pracovnich postupti pro extrakci amplifikovatelné DNA z plodu papaji melounové (Carica papaya).
Metody extrakce byly optimalizovany pro izolaci DNA z duziny a semen plodi papaji a izolaci DNA
z kandované pap4ji.

Préave plody Cerstvé papdji a kandovana papaja byly vytipovany jako vhodné komodity pro eventudlni skrining
GM papéji na trhu CR.

Metodou PCR je poté zkontrolovana amplifikovatelnost extrahované DNA. S extrahovanou DNA je mozno
dale pracovat podle potieb uzivatele.

Pro potieby GMO analyzy papéji na ptitomnost v EU nepovolenych GM linii papdji 55-1 a 63-1 je mozno dale
postupovat podle volné dostupné certifikované Metodiky detekce geneticky modifikované papaji linii 55-1 a
63-1 (http://www.vurv.cz/files/Publications/ISBN978-80-87011-96-6.pdf).

Metodika je dedikovana MZe CR smlouvou na vyzkumny zamér &. 0002700604.

1.2. Terminy a definice

AFLP — (Amplified Fragment Lenght Polymorphism = délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmentt)
metoda, kterd vyuziva odliSnosti v DNA sekvenci mezi skupinami piibuznych organismt (napt. odrid nebo
klontl) nebo mezi jedinci, kterou je mozné detekovat pomoci restrikénich enzyml a néslednou amplifikaci
urcité populace restrikénich fragment

Amplifikace — zesileni, v pfipadé DNA zmnozeni

Amplikon — ohrani¢eny amplifikovany tisek DNA

Analyt — konkrétni latka, ktera je ve vzorku analyzovana z hlediska své pfitomnosti ¢i mnozstvi. Zbytek vzorku

se nazyva matrice.
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Carica papaya — papaja melounova. Kulturni plodina ptivodem ze Stfedni Ameriky. V soucasnosti je péstovana
v fadé tropickych i1 subtropickych oblasti (Filipiny, Brazilie, jizni Afrika, Indie, Vietnam a dalsi)

DNA — deoxyribonukleova kyselina
GM — geneticka modifikace

PCR (Polymerase Chain Reaction) — fetézova polymerazova reakce je in vitro technika pouzivana pro
enzymatickou amplifikaci specifického regionu DNA, ohrani¢eného parem primeri. Reakéni smés (MasterMix)
se tvori z:

e DNA (templéat)

e SNTPs — stavebni kameny DNA (dATP = deoxyadenosin trifosfat, dGTP = deoxyguanosin trifosfat,

dTTP = deoxythymidin trifostat, dCTP = deoxycytidin trifosfat)
e specifické primery (forward a reverse) — oligonukleotidy o délce cca. 20 bazi nesouci sekvenci
komplementarni k ¢asti templatové DNA

e pracovni pufr

e roztok MgCl,

e DNA polymeréza
Cyklus PCR se skladéd ze tii zékladnich krokii. V prvnim kroku je templat (dvousroubovicovd DNA, slouzi
polymeraze jako vzor pro kopirovani) rozdélen v zahiaté reakéni smési na dveé samostatna vlakna (denaturace
90 —95°C).
V druhém kroku se reakéni smés mirné ochladi v zévislosti na moznostech primerd, které¢ za¢nou na uvolnéna
vlakna templatu nasedat (annealing 50 — 65°C).
Ve tretim kroku termostabilni Taq polymerdza umozni prodluzovanim primerti vytvotreni kopie pozadované
sekvence DNA (extense 60 — 72°).
Cyklus se opakuje v zavislosti na mnozstvi ptitomné DNA a délce amplikonu, vzniklé DNA produkty pak
slouzi jako templaty pro novy reakéni cyklus.
Vysledny pocet kopii ¢ po amplifikaci je dan vztahem c=2", kde n je podet cykl{

Real-time PCR — metoda PCR umoznujici kvantifikaci sledovaného tiseku DNA

Templat — jednofetézcovy poly(deoxy)ribonukleotid, vyuzivany jako zdroj informace pii fizené biologické
polymeraci. Pfi replikaci a transkripci je templatem jeden z fetézci DNA

Transgen — cizorody gen o znamém sloZeni a funkci, nesouci urcitou pozadovanou vlastnost
1.3. Princip DNA extrakénich metod

DNA je diky svym vlastnostem vyuzivana jako analyt v celé fadé molekularné-biologickych postupt. Molekula
DNA je pomérné stabilni, molekula DNA je pfitomna v kazdé bunce daného organismu, ve vhodném prostiedi
(napt. vodny nebo TE roztok, -20°C) ji 1ze dlouhodobé uchovavat a pfedevsim je nositelem jedine¢né genetické
informace zdrojového organismu a tim umoZnuje jeji vyuZziti pro specificky dikaz ptitomnosti dané¢ho
organismu v analyzovaném vzorku.

Nejpouzivanéjsi metodou, ktera vyuziva pro prikaz pfitomnosti daného organismu v analyzovaném vzorku
molekulu DNA jako svij analyt, patii PCR a jeji variace, jako napf. real-time PCR.

Prvnim krokem v analyze DNA je jeji extrakce. Dostupnych metod pro extrakci DNA je celd fada a jejich
vybér zavisi pfedevSim na matrici vzorku, ze kterého mé byt DNA izolovéna.

Obecné lze ale extrakci DNA shrnout do nékolika univerzalnich kroku:

e Rozbiti bun¢k (obvykle rozetfenim v porceldnové misce v tekutém dusiku)
e Poruseni bunéénych membran za pouziti detergentii (napt. SDS, CTAB)



e Inaktivace endogennich nukleaz ptidavkem detergentii nebo EDTA, které chelatuji dvojmocné soli
(Mg?, Mn?") a tim dochazi k inaktivaci celé fady bun&enych enzymii

e Pridavek proteindzy K pro inaktivaci a degradaci proteina

e Separace polysacharidi z DNA s vyuzitim jejich rozdilné rozpustnosti v roztocich obsahujicich
CTAB

e Separace hydrofobnich bunéénych zbytkii od DNA (napf. lipidl, polyfenolll) extrakci organickym
rozpoustédlem jako napt. chloroformem

e Separace DNA a detergent a zkoncentrovani DNA piesrazenim DNA ze smé&si alkohol/stul

Bézné jsou pro extrakci DNA vyuzivany tii piistupy- jeden zalozeny na vazbé DNA na kolonku potazenou
DNA-vazebnym povrchem (silikdtové kolonky) S ndslednym promyvanim DNA uchycené na kolonce a
koneénym vymytim DNA z kolonky a druhy na protfepavani DNA ptenosu DNA z roztoku do roztoku a
findlnim pfesrdzenim DNA, vysuSenim a rozpusténim ve vhodném rozpoustédle. Treti ptistup je kombinaci
obou piedchozich.

Pted vlastni PCR potieba ovétit mnozstvi a kvalita izolované DNA. Kvalita izolované DNA se nejlépe ovéii
elektroforetickou separaci DNA na agar6zovém gelu s ptidavkem ethidium bromidu, kdy je vysokomolekularni
nedegradovand DNA vizualizovand pod UV svétlem jako ostry prouzek svitici na gelu v pozici podle své
velikosti. Mnozstvi izolované DNA je mozno ovéfit napt. pomoci fluorimetriec, UV spektroskopie nebo
odectenim intenzity prouzku DNA z agarézového gelu.

Dale je diilezité ovétit amplifikovatelnost DNA, tzn. schopnost byt templatem pro PCR.

1.4. Rusivé vlivy — inhibitory

Inhibitory PCR jsou latky riizné chemické povahy. Jejich pfitomnost mize byt ddna povahou matrice vzorku,
ze kterého byla DNA extrahovana nebo do vzorkd vniknou béhem manipulace s nimi ¢i s pouzivanymi
chemikaliemi. Tyto latky jsou schopné vyrazné omezit, ptipadné zcela zastavit aktivitu Tag DNA polymerazy a
tim znemoznit amplifikaci DNA b&hem probihajici PCR. Prokazanymi inhibitory PCR jsou prostiedky
pouzivané na vysypavani ochrannych gumovych rukavic — talek, Skrobovy pudr — a zbytky fosfatli z mycich
prostiedkli na laboratornim skle.

V potravinafskych matricich mohou mit inhibi¢ni G&inek napiiklad kationty Ca*, Fe?*, t&7ké kovy a dale pak
dalsi latky uvedené v Tabulce 1.

Tabulka 1. Vybrané inhibitory PCR.

Inhibitor Koncentrace inhibitoru
EDTA >0,5mM

Ethanol > 1% (VIV)

Fenol > 0,2% (vIv)
CH3COONa >5mM

Isopropanol > 1% (viv)

NaCl > 25 mM

Dodecylsulfat sodny (SDS) | > 0,005% (w/v)




2. Material a metody
2.1. Pristrojové vybaveni a material

0,2 ml sterilni zkumavky

1,5 ml sterilni zkumavky

Analyticka vdha AAA 300L

Dokumenta¢ni zatizeni Biolmager UL BIO-12-IC

Elektroforéza WIDE FORMAT MIDI HORIZONTAL GEL UNIT HU 13
Elektroforéza MINI-PLUS FORMAT HORIZONTAL GEL UNIT HU 10
Elektromagnetické michadlo

Eppendorf Thermomixer®™

Erlenmayerova barika, 500 ml

Hiebinek do elektroforetické vany

Chladnicka

Laboratorni parni sterilizator NUVE OT 032

Magneticka michacka Variomag monotherm

Mikropipety

Mikrovlnna trouba Daewoo DMR-603

Mrazici box (-20°C)

Odmeérny valec, 500 ml

Ochranné gumové rukavice bez pudru

pH-metr Cyberscan_lon 510

Stolni minicentrifuga Hermle Z252MK, D-7209

Termocykler pro PCR Biocykler Gradient 96 T-3-2, MJ200-2/2 Thermoblock MJTB-96, MJTB-48/48
Vortex HEIDOLPH REAX top

Zdroj k elektroforézam CONSORT POWER SUPPLY E 122

2.2. Chemikalie a roztoky

100 x TE pufr Concentrate, Fluka

6 x Loading Dye Solution, Fermentas

Agardza, Serva

Deionizovana voda, sterilni

Délkova standard DNA Ladder HIND 111, Fermentas
Délkova standard GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, Fermentas
EDTA, Serva

Ethanol (98%), Analytika

Ethidium bromid, Sigma

Ethidium bromid, Sigma

Ethylendiamintetraacetat disodny (Na,-EDTA), Sigma
GeneSpin DNA Extraction Kit, Eurofins
Hexadecyl-trimethyl-ammonium-bromid (CTAB), Sigma
Chlorid sodny , Merk

Chloroform multisolvent, Sigma

Isoamylalkohol p.a., Serva

Kyselina chlorovodikova p.a. 37%, Analytika

Ledova kyselina octova, Lachema

NaOH, Sigma

Plasmid ¢. 5/08 (insert specifické sekvence pro vnitini gen papaji papain o velikosti 211 bp)
Propan-2-ol, Scharlau

Proteindza K, Merck

RNaza A, Sigma

Savo, 20%

Syntetické oligonukleotidy, Applera:
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Papain — forward: Ggg CAT TCT Cag CTg TTg TA (Goda a kol. 2001)
Papain — reverse: CgA CAA TAA CgT TgC ACT CC (Goda a kol. 2001)
TRIS (hydroxymethyl) aminomethan (TRIS), Serva

Ultra Pure H,O pro PCR, TOP-Bio

Roztoky:

50 x TAE ptedpis ¢. 1, Piloha €. 1
CTAB extrak¢ni pufr predpis €. 2, Ptiloha ¢. 1
CTAB precipitacni pufr ptedpis ¢. 3, Ptiloha ¢. 1
Délkovy standard DNA HINDIII  ptedpis €. 4, Priloha ¢. 1
Délkovy standard DNA 100bp ptedpis €. 5, Priloha ¢. 1
EDTA 0,5M predpis €. 6, Piloha ¢. 1
Ethanol 70% ptedpis ¢. 7, Ptiloha €. 1
Nanaseci pufr s indikatory predpis €. 8, Ptiloha ¢. 1
Proteindza K ptedpis €. 9, Priloha €. 1
RNaza A predpis €. 10, Ptiloha €. 1
TE pufr ptedpis ¢. 11, Piiloha ¢. 1
TRIS-HCI, 1M predpis ¢. 12, Priloha ¢. 1
NaOH, 1M ptredpis ¢. 13, Piiloha ¢. 1

2.3. Optimalizovana CTAB metoda izolace DNA z plodu papaji a semen

Oloupany plod papaji byl nakrajen na kousky o tloust’ce cca. 1-1,5 cm, semena byla separovana od duziny,
duzina byla vysusena v susarné pii 37°C po dobu 12h. Tim se redukuje obsah vody a hmota duziny se zahusti.
Vzorky je mozné skladovat pti -20°C, izolace DNA probihd metodou CTAB podle nize uvedeného protokolu.

vzorek se homogenizuje rozetfenim ve sterilni tfeci misce pod tekutym dusikem

navazi se 200 mg homogenizovaného vzorku do 2 ml mikrozkumavky

ptidd se 400 pl sterilované deionizované vody, ihned po piidani se jednotlivé vzorky jemné
promichaji sterilni klickou a ponechaji 5 min. rehydratovat

piida se 1,3 ml CTAB extrak¢niho pufru predehiatého na 65°C a vzorky se vortexuji

ptida se 10 pul RNazy A a vzorky se opatrné promichaji. Probiha inkubace 30 min. pfi teploté 65°C,
kazdych 10 min. se vzorky promichaji pfevracenim mikrozkumavky

piida se 10 ul roztoku proteinazy K, vzorky se jemné promichaji a nechaji se inkubovat 30 min.
pii teploté 65°C, kazdych 10 min. se vzorky promichaji pfevracenim mikrozkumavky

centrifugace v odstfedivce 10 min. pti 12000 ot./min.

do 2 novych 2 ml mikrozkumavek se ptenese po cca 600ul supernatantu, pfida se stejny objem
smési chloroform : isoamylalkohol =24 :1a 1 minutu Se vzorky v ruce silné protrepavaji
centrifugace v odstredivce 15 min. pfi 12000 ot./min

do nové 2ml mikrozkumavky se prenese horni (vodni) faze

ptidaji se 2 objemy CTAB precipita¢niho pufru

inkubace 60 min. pfi laboratorni teploté bez jakéhokoli michani

centrifugace v odstfedivce 15 min. pii 12000 ot./min.

pipetou se odstrani supernatant (popf. Se opatrn¢ vylije)- pelet nemusi byt viditelny

vysrazena DNA se rozpusti pfidanim 450 pl roztoku 1,2 M NaCl a roztok se opatrné pipetou (nebo
pfevracenim mikrozkumavky) promicha

piida se 450 pl smési chloroform : isoamylalkohol =24 : 1 a 1 min. se dikladn¢ protiepava rukou
centrifugace v odsttedivce 20 min. pfi 12000 ot./min.

horni vodni faze se prenese do nové 1,5 ml mikrozkumavky

ptida se 0,6 objemu 99,8% isopropan-2-olu, jemné se promichd prevracenim mikrozkumavky a
necha se inkubovat 20 min. pii laboratorni teploté

centrifugace v odstiedivee 15 min. pii 12000 ot./min.

vylitim nebo pipetovanim se odstrani supernatant
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ptida se 500 pl roztoku 70% ethanolu a nékolikrat se pevracenim mikrozkumavky promicha (toto je
centrifugace v odstiedivee 10 min. pii 12000 ot./min.

vylitim nebo pipetovanim se odstrani supernatant

pelet DNA se vysusi pfi laboratorni teploté (cca. 30 min.) a znovu se necha rozpustit v 60 ul TE
pufru pi teplots 4°C podobu min. 12h

2.4. Optimalizovana GeneSpin metoda pro izolaci DNA z kandované papaji

Extrakce amplifikovatelné DNA z kandované papaji byla uspé$né provedena s pouzitim GeneSpin DNA
Extrakéniho Kitu (Eurofins) po Gpraveé postupu uvedeného vyrobcem.

Duzina plodu pap4ji je sama o sobé chudym zdrojem DNA (Wall a kol. 2004; Ohmori a kol. 2007), béhem
kandovani dochazi navic k odstranéni vody z ovocného plodu a jejimu nahrazeni cukernatym roztokem. V fadé
publikaci bylo popsano, Ze cukry mohou inhibovat PCR (Oguchi a kol. 2009; Ricaut a kol. 2005).

Kolonkova metoda GeneSpin na rozdil od jinak pomérné robustni CTAB metody extrakce DNA, po malé
optimalizaci navodu vyrobce, vedla k izolaci amplifikovatelné DNA z kandované papajové duziny. Kousky
kandované papaji byly nejprve promyty ve sterilni deionizované vodé od viditelné vrstvy cukru, poté byla
izolace DNA provedena podle nize uvedeného protokolu.

vzorek se homogenizuje rozetfenim ve sterilni tfeci misce pod tekutym dusikem

navazi se 200 mg homogenizovaného vzorku do 2 ml mikrozkumavky

ke vzorku se ptida 700 pl predehtatého lytického pufru CF na 65°C, vzorek byl mirn€ promichan na
vortexu a k roztoku bylo ptidano 10 pl proteinazy K. Poté byl vzorek promichan 5x pfevracenim
mikrozkumavky

vzorek byl inkubovéan pti 65°C po dobu 1 h, béhem inkubace byl kazdych 10 min promichdn
prevracenim mikrozkumavky

centrifugace v odstiedivce 10 min. pti 12000 ot./min.

do nové 1,5 ml mikrozkumavky se ptenese 300 ul supernatantu

k roztoku se ptida 300 pl pufru C4 a 200 pl 99,8% etanolu, roztok se promichava na vortexu po
dobu 30s

na novou 2 ml mikrozkumavku se nasadi GENESpin kolonka, na kterou se nanese pipetou 750 pl
smési

centrifugace v odstiedivce 1 min. pti 10000 ot./min, DNA zlstane zachycena na kolonce, roztok,
ktery kolonkou protece se vylije

na kolonku se pipetou nanese 400 ul pufru CQW

centrifugace v odstfedivce 1 min. pii 10000 ot./min, roztok, ktery kolonkou protece se vylije

na kolonku se pipetou nanese 700 ul pufru C5

centrifugace v odstiedivce 1 min. pii 10000 ot./min, roztok, ktery kolonkou protece se vylije

na kolonku se pipetou nanese 200 ul pufru C5

centrifugace v odstiedivce 2 min. pii 12000 ot./min, roztok, ktery kolonkou protece se vylije
GENESpin kolonka se nasadi na novou 1,5 ml mikrozkumavku, na kolonku se nanese 100 ul
eluéniho pufru CE, pfedehtatého na 70°C, nechd se 5 min. inkubovat

centrifugace v odstiedivce 1 min. pii 12000 ot./min, roztok, ktery kolonkou protece obsahuje DNA

2.5. Kontrola kvality izolované DNA

2.5.1. Elektroforetické separace na agarozovém gelu

Kontrola kvality DNA probiha pomoci elektroforetické separace na agarézovém gelu s pridavkem ethidium
bromidu. DNA se separuje elektroforeticky na zaklad¢ svého naboje a molekuldrni hmotnosti. Délka doby
elektroforetické separace je zavisld na pozadované délce drahy migrace, protékajicim elektrickém proudu,
pouzitém elektroforetickém pufru a na koncentraci agarézy v gelu.
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Ethidium bromid se navaze na DNA a pfi excitaci UV zafenim vyzafuje oranzové fluorescencni zareni. Pro
kontrolu velikosti migrujicich PCR produkti se pouziva délkovy standard DNA.

2.5.1.1. Priprava 0,8% agardézového gelu

Pottebné mnozstvi TAE pufru se nafedi na pracovni koncentraci (zdsobni roztok 50 x TAE se natedi
deionizovanou vodou v poméru 1:50). Takto nafedény pufr lze uchovavat maximalné 14 dni. Podle poctu
vzorkl se pfipravi navazka agardzy. Objem pufru, navazka agardzy a objem ethidia bromidu v zavislosti na
velikosti formy pro gel podle poctu vzorkt je uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2. MnoZstvi komponent agarézového gelu podle poctu vzorki.

Pufr Koncentrace gelu [w/v] | Agardza [g] | Ethidium bromid [pul] |Pocet vzorku
IXTAE [ml]
70 0,8% 0,56 0,7 1-36
240 0,8% 1,92 2,4 vice nez 36

0,8% agarozovy gel se ptipravi podle nésledujiciho postupu:

na analytickych vahéach se navazi na vazence potfebné mnozstvi agardzy

navazena agar6za se prevede do Erlenmayerovy baiky a zalije se potiebnym objemem 1 x TAE pufru
banka s pufrem a agarézou se umisti na oto¢ny talif mikrovinné trouby, nastavi se stupeii ohievu
(nejvyssi pro 240 ml gelu, stfedni pro 70 ml gelu) a ¢as 2 — 3 minuty. V priabéhu zahiivani agardzy je
tteba roztok nckolikrat krouzivym pohybem promichat. Je tieba dbat na to, aby var nebyl skryty a
agar6za nevzkypéla a nevystiikla mimo banku

ohfev se ukonc¢i po cca 1 minuté varu, banka se vyjme z mikrovinné trouby a opatrné se jeji obsah
krouzivym pohybem jesté jednou promicha

barika se postavi na elektromagnetickou michacku v digestofi a vlozi se do ni michadélko

béhem michani agar6zového gelu se pipravi forma na gel s hiebinkem pro vytvofeni nanasecich jamek
v gelu

kdyz teplota roztoku v barce klesne na cca 60°C (bainku lze udrzet v ruce), ptida se k roztoku agar6zy
pozadovany objem ethidia bromidu a roztok se necha jesté cca 1 minutu michat

michadélko se z baniky vyjme pomoci magnetu a jesté horky tekuty roztok agardzy se nalije do formy na
gel a necha se vychladnout, takZze dojde ke gelifikaci (cca 30 — 45 min). Je tfeba dbat na to, aby po naliti
do formy nezustaly v gelu bublinky vzduchu

po vychladnuti a ztuhnuti gelu se opatrné vyjme hiebinek, v gelu ziistanou jamky pro nanaSeni vzorkl

Vzorky se na pfipraveny gel nanesou podle nasledujiciho pracovniho postupu:

z roztoku izolované DNA se odeberou 3 pl, k nim se ptida 7 ul sterilni deionizované vody a 3 ul 6 X
Loading Dye Solution, kazdy vzorek se promicha 2 x protazenim $pickou pipety

piipraveny elektroforeticky gel se vlozi do elektroforetické vany a prevrstvi se (cca 5 mm) 1 x TAE
pufrem

do prvni a posledni drahy se nanese 6 pl délkového standardu DNA Ladder HIND Il11.

do dalsich drah se nanasi vzdy 13 pl kazdého vzorku

po ukonc¢eni nanaseni vzorki se elektroforeticka vana uzavie vikem a nastavi se hodnota elektrického
napéti pro 0,8% agarozovy gel — 30V

elektroforéza probiha cca 60 — 90 minut

po ukonceni elektroforézy se gel vyjme i s formou z vany a pienese se k fotodokumenta¢nimu zafizeni
se zdrojem UV zéfeni
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2.5.2. Vizualizace DNA po elektroforetické separaci

Vizualizace DNA po elektroforetické separaci probiha s pomoci UV zafeni. Hledany produkt se v UV svétle
vizualizuje v podob¢ sviticiho prouzku, podle srovnani pozice tohoto prouzku s pozici DNA fragmenti
délkového standardu je pak urcena délka produktu a stupen jeho degradace.

Na Obrazku 1 je ukazka signalu nedegradované vysokomolekularni DNA, castecné degradované DNA a
degradované DNA.

Obrazek 1. Obrazek 0,8% agaroézového gelu po elektroforetické
separaci DNA. M = délkovy standard DNA Ladder HIND 111; 1,2
= nedegradovana vysokomolekulirni DNA; 3,4 = c¢asteéné
degradovana DNA; 5,6 = degradovana DNA.

Na Obrazku 2 je zndzornéna DNA po elektroforetické separaci na 0,8% agar6zovém gelu, extrahovand z duziny
a semena cerstvého plodu papaji metodou CTAB.

Z obrazku je patrné, ze viditelny signal poskytla pouze DNA extrahovand ze semen papaji. Signal DNA
extrahované z duZiny je okem nerozpoznatelny.

Signal DNA extrahované z kandované papdji optimalizovanou metodou GeneSpin poskytnul stejny vysledek
jako DNA extrahovand z duZiny ¢erstvého plodu papaji, obrazek proto neni uveden.

23.130bp

9.416bp

Obrazek 2. Obrazek 0,8% gelu s DNA extrahované z plodu
papaji metodou CTAB. M = délkovy standard DNA Ladder
HIND I11; 1 = DNA extrahovana z duZiny; 2 = DNA extrahovana

Z pecky

2.5.3. Spektrofotometrické méieni koncentrace extrahované DNA

Pii spektrofotometrickém méteni koncentrace a Cistoty extrahované DNA se vyuziva toho, ze DNA v roztoku
absorbuje UV svétlo v rozmezi od 210 do 500 nm, s absorpénim maximem 260 nm. Protoze DNA, RNA a
nukleotidy maji stejné absorpéni maximum, tj. 260 nm, nemize byt v roztoku DNA uréena koncentrace RNA
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a nukleotidovych kontaminantd. Pro tento pfipad je RNA behem extrakce enzymaticky odstraiiovana, stejné tak
piipadné oligonukleotidy a nukleotidy, ziskané béhem hydrolyzy RNA. Pokud nedojde k jejich odstranéni,
muze to vést ke Spatnému vyhodnoceni koncentrace DNA.

Optimalni koncentrace pro dalsi analyzu DNA je 20 ng/ul. Vyssi koncentrace DNA se fedi TE pufrem.

Cistota izolované DNA z hlediska kontaminace bilkovinami se ziskd zméfenim poméru absorbanci pfi
vinovych délkach 260 a 280 nm (Ageo/Azgo), pii které maji absorpéni maximum bilkoviny. Hodnota tohoto
pom¢éru je optimalni, pokud se pohybuje v rozmezi 1,7-1,9.

Kontaminace nizkomolekularnimi latkami je kontrolovana pomérem absorbanci pii vlnovych délkach 260 a
230 (Az60/A230), pii které maji absorpéni maximum nizkomolekularni latky jako napft. fenol, polysacharidy a
EDTA. Optimalni hodnota tohoto poméru je vyssi nez 2,0.

Vysledky spektrofotometrického méfeni koncentrace DNA extrahované z duziny a semen plodu papaji
metodou CTAB a DNA extrahované z kandované papdji optimalizovanou kolonkovou metodou GeneSpin jsou
uvedeny v Tabulce 3. Hodnoty absorbanci pii 230, 260 a 280 nm byly pfili§ nizké pro moznost vypoétu poméri
Aze0/A2zo & Azeol Azgo.

Tabulka 3. Vysledky spektrofotometrického méi‘eni koncentrace DNA extrahované z pap4ji

Vzorek Metoda extrakce DNA Koncentrace [ng/ul]
duzina CTAB 1
semena CTAB 7
kandovani papaja GeneSpin -

U jednotlivych spektrofotometrickych méfeni byla odeCtena data pribéhu kiivky absorpéniho maxima
absorbance vzorku pii vinovych délkach od 210 nm do 760 nm. Ze spekter je u vzorkli DNA extrahovanych
Z duziny a semen plodu papaji metodou CTAB patrny vrchol absorpcniho maxima DNA pii 260 nm, prub¢h
absorpéniho spektra DNA extrahované z kandované papaji metodou GeneSpin naznacuje piitomnost mnoha
DNA kontaminujicich latek. Na Obrazku 3 je uveden prubé¢h absorpénich spekter jednotlivych vzorkd.
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Obrazek 3. Prubéh absorp¢niho spektra extrahované DNA- a = semena papaji; b = duZina papaji; ¢ = kandovana
papéaja.

2.6. Retézova polymerazova reakce (PCR) pro amplifikaci vniténiho genu papaji

Rozhodujicim faktorem pro vyhodnoceni kvality extrahované DNA a pro umoznéni jeji dalsi analyzy metodou
PCR je potvrzeni jeji amplifikovatelnosti. V piipadé papaji je to amplifikace vnitiniho genu papainu.

Podstatou zkousky je PCR amplifikace specifické cilové DNA sekvence genu papain a jeji elektroforetické
déleni na agar6zovém gelu, kdy se identifikuje produkt o velikosti 211 bp.

Pracovni postup pro PCR amplifikaci specifické sekvence papainu uvedeny nize a dalsi protokoly pro analyzu
pritomnosti GM modifikované papaji 55-1/63-1 jsou uvedené v metodice pro praxi Metodika detekce geneticky
modifikované pap4ji linii 55-1 a 63-1.

V Tabulce 4. je uvedeno slozeni reakéni smési pro amplifikaci specifické DNA sekvence papainu a v Tabulce
5. teplotni profil PCR.
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Kontrola chemikalii:

1. Ultra Pure H20 pro PCR
2. 10xTagMan® Gold Buffer
3. MgCI2 solution
4. dNTP Mix
5. AmpliTaq Gold Polymerase
6. Pozitivni plasmidova kontrola (5/08)
7. Templatova DNA o koncentraci 20ng/pl
8. Primery Papain-F (10uM), Papain-R (10uM)
Slozeni reak¢ni smési je uvedeno v Tabulce 4.
Tabulka 4. SloZeni reakéni smési pro amplifikaci specifického tiseku genu papainu.
Slozka Vysledna koncentrace ul/reakci
Ultra Pure H,O pro PCR 12,3
10xTagMan® 1 x 25
Gold Buffer
MgCl2 solution 150 nM 1,5
dNTP Mix 400 nM 0,5
Papain — forward,
10 M 600 nM 1,5
Papain — reverse,
10uM 600 nM 1,5
AmpliTaq Gold 1U 0.2
polymerase
Templatovda DNA 5
(optimalné 100 ng)
Celkovy objem o5
reakce
Tabulka 5. Parametry pro PCR amplifikaci sekvence specifické pro papain.
Krok Teplota Cas [s] Pocet cykli
€]
Pocatecni denaturace 95 720 1
Denaturace 95 30 39
Annealing 60 30
Extense 72 30
Konecna extense 72 600 1

Otfit pracovni plochy Cerstvé pripravenym 20% roztokem SAVA, otfit pracovni plochy 70% roztokem etanolu.

Je vhodné vystavit pracovni plochu germicidnimu zaieni UV lampy po dobu minimalné 15 minut.
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2.6.1.2. Priprava chemikalii

Vsechny roztoky, uchovavané v mrazaku, se pfedem musi rozmrazit — (a) bud’ pfi laboratorni teploté, v tomto
piipadé se musi ukonéit rozmrazovani ihned po rozpusténi posledniho tuhého kusu nebo (b) v lednici/na ledu.
Obsah zkumavky se promicha jejim pfevracenim a kratkym vortexovanim a kratce se vSechny polozky
centrifuguji na stolni minicentrifuze.

2.6.1.3. Pracovni postup

1. Pozadované mnozstvi komponent potiebné pro PCR se necha roztit, jemné se promicha a kratce
centrifuguje. Chemikalie se udrzuji na ledu pfi teplot¢ 1-4°C.

2. Pro kazdy vzorek se pfipravi jedna sterilni 0,2 ml zkumavka. Jedna zkumavka je uréena pro kontrolu
MasterMixovou — misto templatové DNA se k MasterMixu pfida odpovidajici objem Ultra Pure H,O
pro PCR, jedna zkumavka je urena pro pozitivni plasmidovou kontrolu.

3. Do 1,5 ml reakéni zkumavky na ledu se piidaji komponenty MasterMixu (Tabulka ¢.1) v daném potadi.
MasterMix se piipravuje s vyjimkou DNA.
Celkovy ptipraveny objem MasterMixu je V =V . (n +1), kde V; je objem MasterMixu potiebny pro 1
vzorek, n je pocet vSech vzorki, véetné kontrol a jeden vzorek navic se ptida na chybu pii pipetovani.

4. MasterMix se ditkladné, ale jemné promichava po dobu minimalné 10 s (vortex, obraceni zkumavky).

MasterMix se rozdé€li po 20 pl do kazdé ptipravené 0,2 ml zkumavky. Nejprve se do MasterMixové
kontroly pfida 5 pl Ultra Pure HoO pro PCR, do kazdé dalsi zkumavky pak 5 pl templatové DNA
jednotlivych vzorkt. Pozitivni plasmidova kontrola se k roztoku MasterMixu ptidava jako posedni.

Zkumavky se kratce stoCi na stolni minicentrifuze.

Vzorky se vlozi do cykleru a zahaji se PCR amplifikace podle parametri v Tabulce 5.
2.6.2. Kontrola PCR produktii

Elektroforeticka separace PCR produkti na agar6zovém gelu poskytuje moznost porovnat velikost
oCekavanych amplikonti s délkovym standardem DNA. Pfidanim ethidia bromidu do agar6zového gelu je
umoznéno po ukonceni elektroforézy prouzky rozdélené DNA vizualizovat pod UV svétlem.

2.6.2.1. Priprava 2% agaro6zového gelu

Potfebné mnozstvi TAE pufru se nafedi na pracovni koncentraci (zasobni roztok 50 x TAE se nafedi
deionizovanou vodou v poméru 1:50). Takto nafedény pufr lze uchovavat maximalné 14 dni. Podle poctu
vzorkl se pfipravi navazka agar6zy. Objem pufru, navazka agardzy a objem ethidia bromidu v zavislosti na

velikosti formy pro gel podle po¢tu vzorkt je uveden v Tabulce 6.

Tabulka 6. MnozZstvi komponent agarézového gelu podle po¢tu vzorki.

Pufr Koncentrace gelu [w/v] | Agardza [g] | Ethidium bromid [pul] | Pocet vzorkt
IXTAE [ml]
70 2% 1,4 0,7 1-16
240 2% 4.8 2,4 vice nez 16

Pracovni postup je obdobny jako pii priprave 0,8% agardézového gelu, ktery je uvedeny v kapitole 2.5.1.1.
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2.6.3. Elektroforeticka separace PCR produkti

2.6.3.1. Pracovni postup

1.

Po probéhlé PCR reakci se do kazdé mikrozkumavky ptidaji 3 pl pufru pro nanaseni vzorkd, nejprve do
MasterMixové kontroly, poté ke vzorkiim a nakonec do pozitivni PCR kontroly.

Ptipraveny elektroforeticky gel se vlozi do elektroforetick¢ vany a prevrstvi se (cca 5 mm) 1 x TAE
pufrem.

Do prvni a posledni drahy se nanese 4 pl délkového standardu 100bp GeneRuler ™.
Do dalsich drah se nanasi vzdy 25 pl z kazdého vzorku v poradi od MasterMixové kontroly po pozitivni
PCR kontrolu. Pfed nanesenim do jamky se kazdy vzorek promichd 2 x protazenim Spickou pipety.

Po ukonéeni nanaseni vzorku se elektroforeticka vana uzavie vikem a nastavi se hodnota elektrického
napéti pro 2% agarozovy gel — 60V.

Elektroforéza probiha cca 60 — 90 minut.

Po ukonceni elektroforézy se gel vyjme i s formou z vany a ptenese se k fotodokumenta¢nimu zatizeni
se zdrojem UV zéafeni.

2.7.4. Vizualizace PCR produkti po elektroforetické separaci

Vizualizace PCR produkti po elektroforetické separaci probiha s pomoci UV zareni. Hledany produkt se v UV
svétle vizualizuje v podob¢ sviticitho prouzku, podle srovnani pozice tohoto prouzku s pozici DNA fragmenth
délkového standardu je pak urcena délka produktu. Délka PCR amplikonu pro specificky fragment vnitiniho
genu papaji papainu je 211 bp.

Na Obrazku 4 je uveden vysledny elektroforeogram amplifikace specifické DNA sekvence vnitiniho genu
papaji papainu s templatem DNA extrahované z duziny a semen Cerstvého plodu papéji metodou uvedenou
CTAB a na Obrazku 5 s templatem DNA extrahované z kandované papdji uvedenou optimalizovanou metodou
GeneSpin.

Obr. 4. Elektroforeogram amplifikace specifické DNA sekvence
papainu- DNA extrakce metodou CTAB z duZina a semen plodu
papaji. M = délkovy standard GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder;
1 = pozitivni kontrola (plasmid 5/08); 2 = duZina plodu papaji
(izolace A); 3 = duzina plodu papaji (izolace B); 4 = semena papaji
(izolace A); 5 = semena pap4ji (izolace B); 6 = negativni extraké¢ni
kontrola izolace DNA; 7 = negativni kontrola reakcéni smési PCR.
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Obr. 5. Elektroforeogram amplifikace specifické DNA sekvence
papainu- DNA extrakce metodou GeneSpin z kandované papaji.
M = délkovy standard GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder; 1 =
pozitivni kontrola (plasmid 5/08); 2 = kandovana papaja (izolace
A); 3 = kandovana papaja (izolace B); 4 = negativni extrakéni
kontrola izolace DNA; 5 = negativni kontrola reakéni smési PCR.
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3. Zavér

Metodou PCR bylo ovéfeno, ze navod pro extrakci DNA z duziny a semen Cerstvého plodu papaji metodou
CTAB a extrakci DNA z vyrobku kandované papdji optimalizovanou metodou GeneSpin poskytuje
amplifikovatelnou DNA, ktera je vhodnym templatem napi. pro nasledné PCR zkousky, vySetiujici pfitomnost
GM pap4ji v analyzovaném vzorku.

Pro postup téchto analyz je mozno vyuzit volné dostupnou metodiku pro praxi s nazvem Metodika detekce
geneticky modifikované papaji linii 55-1 a 63-1.

Informace o konkrétnim pfistrojovém a materialnim vybaveni se podava pouze jako sluzba uzivateli této
metodiky, je mozné vyuzit i material jinych dodavatelt za ptedpokladu, ze se dosdhne shodnych vysledki.
V piipadé neshody je tfeba metodu pro dané pristrojové a materialni vybaveni optimalizovat.
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Priloha ¢. 1
Priprava roztoku

Roztok €. 1

50 x TAE

Priprava: 242 g TRIS base se rozpusti v 300 ml deionizované vody, ptida se 100 ml roztoku ¢. 3 (EDTA
0,5M) a 57,1 ml ledové kyseliny octové, doplni se do 1000 ml deionizovanou vodou a upravi pH
= 8,5. Autoklavuje se pii 121°C po dobu 15 minut. Roztok je pouzitelny 6 mésicii, uchovava se
Vv chladnicce, po 3 mésicich se autoklavuje.

Roztok ¢. 2

CTAB Extrakéni pufr

Piiprava: 10 g CTAB k.¢.Sigma 52365, 41,0 g NaCl, 7,875 g TRIS-HCl a 3,75 g Na;EDTA se rozpusti v
250 ml sterilni deionizované vody, 1M roztokem NaOH nebo HCI se upravi pH roztoku na pH =
8, doplni se do 500 ml a autoklavuje pii 121°C. Roztok se uchovava v chladnicce pii 4°C
maximalné 6 mésica.

Roztok ¢. 3

CTAB Precipitaéni pufr

Priprava: 2,5 g CTAB a 1,25 g NaCl se rozpusti v sterilni 250 ml deionizované vody, doplni se do 500ml
a autoklavuje se pti 121°C. Roztok se uchovava v chladnicce pii 4°C maximalné 6 mésict.

Roztok ¢. 4

Délkovy standard DNA Ladder HIND 111

Piiprava: v mikrozkumavce se smisi 100ul Ladder HIND I1I, 100ul 6x Loading Dye Solution a 400 pl
vody PCR Ultra H,0. Promichame $pi¢kou mikropipety. Mikrozkumavku umistime v mistnosti
do termobloku a zahiivame pfi teplotd 60°C po dobu 5 min.

Roztok €. 5

Délkovy standard DNA Gene Ruler 100bp

Priprava: v mikrozkumavce se smisi 100ul délkového standardu GeneRuler 100bp, 100pl 6x Loading Dye
Solution a 400ul vody PCR Ultra H,0. Po promichani vortexem se délkovy standard uchovava
Vv chladnicce pii 4°C.

Roztok ¢. 6

EDTA 0,5M

Piiprava: 93,05 g Na,-EDTA.2H,0 se rozpusti v 300 ml deionizované vody na magnetické michacce,
piida se cca 10 g NaOH. Mé&fi se pH roztoku, pokud se jeho hodnota neblizi pH =8, sil se
nerozpusti. Autoklavuje se pifi 121°C po dobu 15 minut. Roztok je pouZitelny 6 mésici,
uchovava se v chladnicce, po 3 mésicich se autoklavuje.

Roztok ¢. 7

Ethanol cca 70%

Priprava: 70 ml absolut ethanolu (98%) se smicha s 30 ml deionizované sterilni vody. Roztok je pouzitelny
12 mésic.

Roztok ¢. 8

NanasSeci pufr s indikatory
Piiprava: 1 dil nanaSeciho pufru 6 x Loading Dye Solution se smicha se 2 dily PCR Ultra H,0O. Uchovava
se v chladnicce pfti 4°C.
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Roztok ¢. 9

Proteinaza K (20mg/ml)

Priprava: 20 mg Proteinasy K se rozpusti v 1 ml sterilni vody a rozpipetuje do alikvotli po 200ul.
Uchovéava se v mrazaku pii -20°C po dobu 6 mésicti.

Roztok €. 10

RNaza(10mg/ml)

Priprava: 10 mg RNAsy A se rozpusti v 1 ml neionizované sterilni vody. Rozpipetuje se do alikvotd po
200ul. Zbytky RNA se odstrani zahtatim roztoku v termobloku pii 95°C po dobu 60min.
Uchovéava se v mrazaku pii -20°C po dobu 6 mésicti.

Roztok €. 11

TE pufr

Priprava: zasobni roztok 100 x TE pufru se natedi s PCR Ultra H,O v poméru 1:99, alikvoty se uchovavaji
v mikrozkumavkach v mrazéku pti -20°C.

Roztok ¢. 12

TRIS-HCI, 1M

Priprava: 60,55 g TRIS- base se rozpusti v 350 ml neionizované vody, pfida se 21 ml HCI, aby pH roztoku
= 8 a doplni se sterilni deionizovanou vodou do 500ml. Autoklavuje se pii 121°C. Roztok je
pouzitelny min.6 mésicti. Po 3 mésicich se autoklavuje.

Roztok €. 13
NaOH, 1M

Priprava: 4 g NaOH se rozpusti v 100 ml neionizované sterilni vody a autoklavuje se pti 121°C. Roztok je
pouzitelny 12 mésict. Po 3 mésicich se autoklavuje.
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