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Kvalitativni stanoveni transgenni linie ryZze Bti®@todou PCR

Tento dokument byl vypracovan pracovniky Narodefdrergni laboratde pro identifikaci GMO a je
uréen kontrolnim laboratém, které provagi analyzy DNA z tiznych rostlinnych matrici z hlediska
piitomnosti GMO.

Metodika popisuje kvalitativni stanoveni transgelimie ryZze Bt 63 na zakl&dPCR analyzy vzorku
DNA. Cinska transgenni ryze Bt 63 (Shanyou 63) neni \pBUblena a jiz doslo na Uzemi $t&U k jejimu
zachytu. Doporéend metoda pro analyzu transgenni ryZze Bt63 jeZzenbp na fluoresceéni detekci produktu
metodou real-time PCR, naSe metodika uvadigfi@ancné narany zpisob vizualizace PCR produktu pomoci
gelové elektroforézy.

Podstatou zkousky je zjistit ve vzorku DNAitomnost nukleotidové sekvence specifické transgenn
konstrukt Bt 63 pomoci amplifikace 83bp dlouhéhekiisDNA na hranici Bt genu a NOS terminatoru.

Po amplifikaci cilové DNA néasleduje elektroforéic ctleni PCR produkt v agar6zovém gelu.
V transiluminatoru se poté v UV &le vizualizuje hledany PCR produkt o velikosti §3b podols prouzku
sviticiho na gelu.

Qualitative analysis of transgenic rice line Bt&ing PCR

This document was preapared by the members of iNdtiReference laboratory for idetification of
GMO. ltis intended for control laboratories whigtactise GMO analyses from diferent plant matrixes.

This methodology describes qualitative analysi$sM rice Bt63 by way of PCR. Chinese transgenic
rice Bt 63 (Shanyou 63) is not allowed in EC andr¢hwas already captured in territory of several EC
members. Official recomended method for Bt 63 asialis based on detection of fluorescent signalguseal-
time PCR. Our methodics presents a less financiipanding way of analysis using visualization gy gel
electrophoresis.

Principle of the assay is to discover in the sangblBNA 83bp lenght specific nucleotide sequence of
transgenic construct of Bt 63 rice in the bordeBbfene and the NOS terminator.

After amplification of target DNA, the PCR producige separated by way of elektroforesis in agarose
gel. The final 83bp lenght PCR product is visuaédan UV light as a shining strip on gel in cemtgiosition.

Oponenti:

Ing. Petr Bene$, MZER, odbor bezpmosti potravin, env. rozvoje a prevence @gni
Prof. Ing. Katé&ina Demnerova, CSc., VSCHT Praha, Ustav biochemigeobiologie

Usek potravingkych vyrob — @ad pro potraviny MZ&R vydal dne 22.12.2009 askeni&. 6/2009 o uznani
uplatrené certifikované metodiky.

Metodika byla Odborem vyzkumu a vyvoje MZ®& schvalena dopogena pro vyuziti v praxi dne 18.1.2010.
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1. Uvod

1.1. Cil metodiky a dedikace

Cilem uplategni metodiky je poskytnuti ndvodu pro kvalitativmadyzy linie transgenni ryZze Bt63. Tato
transgenni linie pochaziGny a v zemich Evropského sp&dastvi neni jeji dovoz a pouzivani povolené.

Presto doSlo ve statech EU v letech 2006 a 2007 kayaaému zachytu ryZze Bt63. Vysledkem byla reakce
Systému rychlého varovani pro potraviny a krmivASRF — alert system for food and feed) a nasledné
rozhodnuti Evropské komise ze dne 3. dubna 2088 zpravy vyplyva pozadavek, Ze by zasilksityich
produkti pochazejicich £iny mohly uvedeny na trh pouze tehdy, pokud byrk hijla filoZzena analyticka
zprava dokazuijici, Ze produkty nejsou kontaminowgeryeticky modifikovanou ryzi Bt 63.

Rozhodnuti dale uvadi, Ze awbdu neexistence validované metody detekce a Kointfovzorki odpovidajici
kvality a kvantity a v zajmu zjednoduSeni konteligba, aby analyticka zprava byla vypracovana zaifiouz
metody specifické pro geneticky konstrukt vyvinDiéMademet al. (20065.

Refererni laborat® spol&enstvi pro geneticky modifikované potraviny a krem{CRL-GMFF) v rdmci
Spole&ného vyzkumného sdiska pak tuto metodu ozfila za v sodasné dob nejvhodwjsi.

K cilenym kontrolanCinskych potravingskych vyrobk z ryze stale dochazi a v odborné litetatjiz vysla
zprava o validaci citované metoda pro kvalitati@rkdvantitativni stanoveni GM ryZe Bt63 autdutze
Grohmann a Dietricha Madeho (2089)

Metodika pro detekci GM ryZze Bt63 byeha slouzit pro patby laboratt, které se zabyvaji analyzou GMO a
kontrolou GM v potravingkych produktech.

Kvalitativni stanoveni GM ryZze Bt63, uvedené v nuite, je zaloZzeno na metbd. Madehoet al (20065.
Originalni metoda byla vyvinuta pro kvantitativdi semi-kvantitativni vyhodnoceni na zaktadignalu
specifické fluorescami sondy. Provedeni analyzy tak vyZadujgzeni pro real-time PCR.

Nami uvedena metoda je optimalizovana pro klasidR@IR analyzu s pouzitim REDT&dReadyMix™ PCR
Reaction Mix (Sigma-Aldrich Co., USA) a s naslednghektroforetickym vyhodnocenim PCR produkia
agardzovém gelu. Celk®vto vyznams snizi nadklady na analyzu a analyza se stane dusiupro laboratie,
které nejsou vybaveny #iaenim pro real-time PCR.

Metodika je dedikovana MZER smlouvou na vyzkumny zamé. 0002700604,

1.2. Terminy a definice

Amplifikace — zesileni, vifjppact DNA zmnozeni

Amplikon — ohranteny amplifikovany usek DNA

Bt63 — cinska GM ryze (ozn. GM Shanyou 63) s odolnosti hmyzim SkKidcam, v sodasné dobv EU bez
povoleni k dovozu

Bt protein — insekticidni protein, produkt Bt geptivodem z jidni baktérie (Bacillus thuringiensis). Po
prachodu trvavicim traktem hmyzu je protein aktivo\aamyvola posSkozeniigvni stny. Dany typ toxinu je
a¢inny jen na hmyz s ditym typem receptdr. Bez vazby na tuto molekulu je Bt-protein tieny. Bt-plodiny
jsou diky tomu odolné k vybrané skupimmyzich Skdca.

DNA — deoxyribonukleova kyselina

GM - geneticka modifikace



NOS terminéator — terminétor genu nopalin syntapadni bakterieAgrobacterium tumefacienpati mezi
negastji pouzivané regukai sekvenceip GM rostlinnych bugk

PCR (Polymerase Chain Reaction)ietzova polymerazova reakce je in vitro technika pearzé pro
enzymatickou amplifikaci specifického regionu DN#yranteného parem primér Reakni simés (MasterMix)
se tvdi z:

* DNA (templat)

* sNTPs — stavebni kameny DNA (dATP = deoxyadenad#iostat, dGTP = deoxyguanosin trifosfat,

dTTP = deoxythymidin trifosfat, dCTP = deoxycytidifosfat)
» specifické primery (forward a reverse) — oligonuaitidy o délce cca. 20 bazi nesouci sekvenci
komplementarni kasti templatové DNA

e pracovni pufr

* roztok MgC}

* DNA polymeraza
Cyklus PCR se sklada z# tzakladnich krok. V prvnim kroku je templat (dvousroubovicova DN#&louzi
polymeraze jako vzor pro kopirovani) relh v zaliaté reakni snési na d¥¢ samostatna vidkna (denaturace
90 — 95°C).
V druhém kroku se re&hi snts mirré ochladi v zavislosti na moznostech primedteré zanou na uvoldna
vlakna templatu nasedat (annealing 50 — 65°C).
Ve ftretim kroku termostabilni Taq polymeraza umozni lwbovdnim primel vytvoreni kopie poZzadované
sekvence DNA (extense 60 — 72°).
Cyklus se opakuje v zavislosti na mnozZstyitggmné DNA a délce amplikonu, vzniklé DNA produktak
slouzi jako templaty pro novy reak cyklus.
Vysledny paet kopiic po amplifikaci je dan vztahenx2", kde n je poet cykii

Plasmid — mala molekula kruhové DNAii®zere se vyskytuje v &kterych bakterialnich hikach. Obsahuje
genetickou informaci, ktera neni nutna pkdry Zivot hostitelské bakterie, aleige byt uziténa v utitych
Zivotnich situacich

Shanyou 63 — viz Bt63

Templat — jedniettzcovy poly(deoxy)ribonukleotid, vyuzivany jako zgiaformace i tizené biologické
polymeraci. B replikaci a transkripci je templatem jederegzci DNA

Transgen — cizorody gen o znameém sloZeni a funksipuci ufitou poZadovanou vlastnost
1.3. Princip metody

Vstupnim analytem pro kvalitativni anylyzu GM ryB#63 je DNA extrahovana z vy¥etaného vzorku
rostliny ¢i odvozeného produktu. Metody extrakce DNA nejséedpttem této metodiky, dopotit Ize vSak
metody uvedené v ISO no&21571. Vhodnost metod extrakce DNA uvedenych v 23671¢i dalSich metod
je treba o¥fit. Pro jednotlivé matrice vzorku sete UsgSnost extrakce liSit. DalSim krokem je kontrola
amplifikovatelni extrahované DNA- fikaz se provadi amplifikaci vitiho genu ryze (ndpfosfolipdaza D)
nebo obecného rostlinného genu (hgbasticidovy gen).

Vlastni metodika popisuje kvalitativni analyzu GN¢e Bt63 pomoci PCR. Podstatou zkousky je zjistit v
vzorku DNA gitomnost nukleotidové sekvence transgenni konstr@® ryze Bt63 pomoci amplifikace
specifického Useku konstruktu mezi Bt-genem a N&@&inhatorem. Velikost amplifikovaného Useku je 83bp
Transgenni konstrukt GM ryZe Bt63 je uveden na @iurd..



Obr. 1. Transgenni konstrukt GM ryZe Bt63. Upravenopodle lit”. Amplifikovany Usek je mezi primery
T51F a T51R je uvozen Sipkami.

Hindlll Ssii Hindlll Ssil Cial
act | promoter §' Intron fused Bt coding sequence nosT
0.9 kb 0.43 kb 1.83 kb 0.27 kb
F TR

Jako pozitivni referami material pro kvalitativni PCR detekci GM ryze6Btbyly pouzity plasmidy pCE.1-
TOPC (Invitrogen, USA) s vloZzenym insertem 83bp dlouhéhwplikonu specifického Gseku Bt63 konstruktu.
Po amplifikaci cilové DNA metodou PCR nasledujeketeforetické dleni PCR produkt v agar6zovém gelu.
V transiluminatoru se poté v UV &le vizualizuje hledany PCR produkt v podgtrouzku sviticiho na gelu o
dané velikosti 83bp.

1.4. Rusivé vlivy — inhibitory

Inhibitory PCR jsou latkytzné chemické povahy. Mohou byifomné gimo v analyzovanych vzorcich nebo
do nich vniknou Bhem manipulace se vzorkdi reagenciemi. Tyto latky jsou schopné vyrdzmmezit,
piipadré zcela zastavit aktivitu Taq DNA polymerazy a timemoznit amplifikaci DNA Bhem probihajici
PCR. Prok&dzanymi inhibitory PCR jsou piestky pouZivané na vysypavani ochrannych gumovykavia —
talek, Skrobovy pudr — a zbytky fosia mycich prosedki na laboratornim skle.

V potravindskych matricich mohou mit inhibii (ginek napiklad kationty C&', F&*, t7ké 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% (V/Iv)

NacCl > 25 mM
Dodecylsulfat sodny (SDS$) 0,005% (w/v)

2. Material a metody
2.1. Fistrojové vybaveni a material

0,2 ml sterilni zkumavky, Biotech

1,5 ml sterilni zkumavky, Biogen

Analyticka vdha AAA 300L

Dokumenténi zd&izeni Biolmager UL BIO-12-IC

Elektroforéza WIDE FORMAT MIDI HORIZONTAL GEL UNITHU 13
Elektroforéza MINI-PLUS FORMAT HORIZONTAL GEL UNIHU 10
Elektromagnetické michadlo



Erlenmayerova hika, 500 ml

Hiebinek do elektroforetické vany
Chladntka

Laboratorni parni sterilizator NUVE OT 032
Magneticka mich&a Variomag, monotherm
Mikrovinna trouba Daewoo DMR-603
Mrazici box (-20°C)

Odnerny valec, 500 ml

Ochranné gumoveé rukavice bez pudru
pH-metr Cyberscan_lon 510

Stolni minicentrifuga Hermle Z252MK, D-7209

Termocykler pro PCR Biocykler Gradient 96T-3-2, \I02/2 Thermoblock MJTB-96, MJTB-48/48

Vortex HEIDOLPH REAX top
Zdroj k elektroforézam CONSORT POWER SUPPLY E 122

2.2. Chemikalie a roztoky

6 x Loading Dye Solution, Fermentas

100 bp GeneRuléY, Fermentas

100 x TE pufr Concentrate, Fluka

Agaro6za, Serva

Deionizovana voda, sterilni

EDTA, Serva

Ethanol (98%), Analytika

Ethidium bromid, Sigma

Ethylendiamintetraacetat disodny (NaDTA), Sigma-Aldrich
Ledova kyselina octova, Lachema

Mikropipety

NaOH, Sigma

Plasmid¢. 6/09 (s insertem konstrukt specifické sekvence igi¢ Bt63)

REDTad’ ReadyMix PCR Reaction Mix, Sigma-Aldrich
Savo, 20%

Syntetické oligonukleotidy, Applera:

T51F — forwardgAC TgC Tgg AgT gAT TAT CgA CAg A
T51R — reverseAgC TCg gTA CCT CgA CTT ATT CAg
TOPO TA Cloning kif, Invitrogen

TRIS - base, Serva

Ultra Pure HO pro PCR, TOP-Bio

Roztoky:

50 x TAE fedpis¢. 1, Rilohag¢. 1
Délkovy standard DNA iedpisc. 2, Rilohac. 1
EDTA 0,5M gedpis¢. 3, Rilohac. 1
Ethanol 70% fedpisc. 4, Rilohac. 1
NanaSeci pufr s indikatory igdpis¢. 5, Riloha¢. 1
TE pufr Fedpisc. 6, Rilohac. 1

2.3.Retézovéa polymerazova reakce (PCR) pro amplifikaci kortsukt specifické sekvence GM ryze Bt63

Kontrola chemikalii:

Ultra Pure HO pro PCR

REDTad’ ReadyMix PCR Reaction Mix
Pozitivni plasmidova kontrola (6/09)
Templatova DNA o koncentraci 20ng/ul
Primery T51F (10uM), T51R (10uM)

arwnE
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SloZeni reakni snesi je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 2. Slozeni reakni smesi.

SloZzka Vysledna koncentrace ul/reakci
Ultra Pure HO pro PCR 6,5 ul
REDTad ReadyMix PCR 1 x 12,5 ul
Reaction Mix
Primer T51F, 1uM 200 nM 0,5 ul
Primer T51R, 10 uM 200 nM 0,5l
Templatova DNA (100 ng) 5 ul
Celkovy objem reakce: 25 ul
Tabulka 3. Parametry pro PCR amplifikaci sekvence gecifické pro GM ryzZi Bt63.
Krok Teplota Cas [s] Pdet cykli
[C°]
Patateeni denaturace 94 180 1
Denaturace 94 30 35X
Annealing 60 60
Extense 72 60
Konena extense 72 600 1

2.6. Friprava a pracovni postup
2.6.1. Fiprava pracovniho prostoru

Ofrit pracovni plochyerst\ pripravenym 20% roztokem SAVA, iot pracovni plochy 70% roztokem etanolu.
Je vhodné vystavit pracovni plochu germicidnimieaUV lampy po dobu minim&il5 minut.

2.6.2. Fiprava chemikalii

VSechny roztoky, uchovavané v mrazéku, ssdpm musi rozmrazit — (a) dwti laboratorni teplat, v tomto
piipad se musi ukatit rozmrazovani ihned po rozptst posledniho tuhého kusu nebo (b) v lednici/nailed
Obsah zkumavky se promicha jejinteyracenim a kratkym vortexovanim a kratce se v3egwoiozky
centrifuguji na stolni minicentrifuze.

2.6.3. Pracovni postup

1. PoZadované mnozstvi komponentipbhé pro PCR se nechd roztat, j¢nse promicha a kratce
centrifuguje. Chemikélie se udrzuji na ledutpplot 1-4°C.

2. Pro kazdy vzorek sefipravi jedna sterilni 0,2 ml zkumavka. Jedna zkukagje utend pro kontrolu
MasterMixovou — misto templatové DNA se k MasterMixida odpovidajici objem Ultra Pure,@
pro PCR, jedna zkumavka je¢ena pro pozitivni plasmidovou kontrolu.

3. Do 1,5 ml reakni zkumavky na ledu seigaji komponenty MasterMixu (Tabulkal) v daném piadi.
MasterMix se fipravuje s vyjimkou DNA.
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Celkovy gipraveny objem MasterMixu j¥ = V; . (n +1), kdeV; je objem MasterMixu péebny pro 1
vzorek,n je patet vSech vzork, véetns kontrol a jeden vzorek navic sgda na chybu P pipetovani.

4. MasterMix se dkladre, ale jemg promichava po dobu minim&ni0 s (vortex, obraceni zkumavky).

5. MasterMix se rozéli po 20 pl do kazdéipravené 0,2 ml zkumavky. Nejprve se do MasterM&ov
kontroly prida 5 pl Ultra Pure kD pro PCR, do kazdé dalSi zkumavky pak 5 pl terop@atDNA
jednotlivych vzork. Pozitivni plasmidova kontrola se k roztoku Mastieu piidava jako posedni.

6. Zkumavky se kratce stona stolni minicentrifuze.
7. Vzorky se vloZi do cykleru a zahji se PCR amifi& podle paramétv Tabulce 3.

2.7. Kontrola PCR produktia

Elektroforetickd separace PCR produkha agarézovém gelu poskytuje moznost porovnatkoestli
o¢ekadvanych amplikaih s délkovym standardem DNA.fiBanim ethidia bromidu do agar6zového gelu je
umoZzréno po probhlé elektroforéze prouzky roziéné DNA vizualizovat pod UV stlem.

2.7.1. Princip elektroforetické separace na agaréxém gelu

Kontrola PCR produkit probiha pomoci jejich elektroforetické separaceagardézovém gelu s ethidiem
bromidu. DNA se separuje elektroforeticky na zaklageho naboje a molekularni hmotnosti. Délka doby
elektroforetické separace je zavisla na pozadowsiée drahy migrace, protékajicim elektrickém prgud
pouzitém elektroforetickém pufru a na koncentragréazy v gelu.

Ethidium bromid se navaze na DNA # pxcitaci UV zdenim vyzauje oranzové fluoresceéni z&eni. Pro
kontrolu velikosti migrujicich PCR produkse pouziva délkovy standard DNA.

2.7.2. Riprava 2% agar6zového gelu

Potebné mnozstvi TAE pufru se ie@li na pracovni koncentraci (zasobni roztok 50 xET#e né&edi
deionizovanou vodou v pafru 1:50). Takto n@édiny pufr Ize uchovavat maximé&ni4 dni. Podle pfiu
vzorka se gipravi navazka agardzy. Objem pufru, navazka agasdnbjem ethidia bromidu v zavislosti na
velikosti formy pro gel podle @tu vzorki je uveden v Tabulce 8.

Tabulka 4. MnoZstvi komponent agarézového gelu podlpaitu vzorki.

Pufr Koncentrace gelu [w/v] Agaréza [g] | Ethidium bromid [pul] | Patet vzorki
IXTAE [ml]
70 2% 14 0,7 1-16
240 2% 4,8 2,4 vice nez 16

2.7.2.1. Pracovni postup
1. Na analytickych vahach se navazi na vazenadepoé mnozstvi agarozy.
2. Navazena agarGza stepede do Erlenmayerovyiiley a zalije se péebnym objemem 1 x TAE pufru.
3. Baika s pufrem a agar6zou se umisti namjotalii mikrovinné trouby, nastavi se stuipehrevu
(nejvysSi pro 240 ml gelu,isdni pro 70 ml gelu) &as 2 — 3 minuty. V gibéhu zaltivani agarozy je
tieba roztok #kolikrat krouzivym pohybem promichat. Jeelta dbat na to, aby var nebyl skryty a

agardza nevzkya a nevydfikla mimo baiku.

4. Ohrev se ukodi po cca 1 minut varu, baka se vyjme z mikrovinné trouby a opatree jeji obsah
krouzivym pohybem je8tiednou promicha.

5. Baika se postavi na elektromagnetickou mégiav digestdi a vlozi se do ni michadélko.
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6. Béhem michani agarézového gelu spgavi forma na gel siebinkem pro vytvieni nanasecich jamek
v gelu.

7. Kdyz teplota roztoku v bige klesne na cca 60°C {ha Ize udrzet v ruce),ffula se k roztoku agardzy
pozadovany objem ethidia bromidu a roztok se ngg$tacca 1 minutu michat.

8. Michadélko se z hiky vyjme pomoci magnetu a jédhorky tekuty roztok agardzy se nalije do formy
na gel a necha se vychladnout, takZze dojde keilgadif(cca 30 — 45 min). Jéeba dbat na to, aby po
naliti do formy neiistaly v gelu bublinky vzduchu.

9. Po vychladnuti a ztuhnuti gelu se opatvgjme hebinek, v geluistanou jamky pro nanaseni vzork

2.7.3. Elektroforeticka separace DNA
2.7.3.1. Pracovni postup

1. Po prokthlé PCR reakci se do kazdé mikrozkumavkgaji 3 pl pufru pro nanaseni vzatknejprve do
MasterMixové kontroly, poté ke vzarkn a nakonec do pozitivni PCR kontroly.

2. Pripraveny elektroforeticky gel se vlozZi do elektnaftické vany a fevrstvi se (cca 5 mm) 1 x TAE
pufrem.

3. Do prvni a posledni drahy se nanese 4 pl délkosérmardu 100bp GeneRufér
4. Do dalSich drah se nanaSi vzdy 25 pl z kazdéhdkuaopdadi od MasterMixové kontroly po pozitivni
PCR kontrolu. Red nanesenim do jamky se kazdy vzorek promichardtazenim Sgkou pipety.

5. Po ukoreni nanaseni vzoikse elektroforeticka vana uzavvikem a nastavi se hodnota elektrického
napgiti pro 2% agarozovy gel — 60V.

6. Elektroforéza probiha cca 60 — 90 minut.

7. Po ukorteni elektroforézy se gel vyjme i s formou z vangtenese se k fotodokumetitamu zdizeni
se zdrojem UV zéni.

2.7.4. Vizualizace PCR produki po elektroforetické separaci
Vizualizace PCR produitpo elektroforetické separaci probiha s pomoci @kéri. Hledany produkt se v UV

swtle vizualizuje v podob sviticiho prouzku, podle srovnani pozice tohotoupku s pozici DNA fragmeint
délkového standardu je pakiana délka produktu. Délka PCR amplikonu pro GM Bt&3 je 83bp.
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3. Zawr

Metoda kvalitativni detekce GM ryze Bt63 podlé fiyla owiovana z hlediska své specifity a u plasmidového
referegniho materidlu z hlediska meze detekce. Mez detbit® stanovena metodaedici fady rednim
plasmidové kontroly TE pufrem a dale metodedicitadytredsnim plasmidové kontroly ryzovou genomickou
DNA.

Obrazeke. 2 ukazuje mez detekce pozitivni plasmidové kdyt32009 pro kvalitativni stanoveni GM ryze
Bt63 reckné TE pufrem. Sipkou je oz#éena pozice specifického PCR amplikonu o velikos3b@8 po
elektroforetickém &eni PCR produkt na 2% agar6zovém gelu.

Obrazek €. 2. Fotografie 2% agarézového gelu, PCR reakce privalitativni analyzu GM ryze
Bt63. Mez detekcaedénim TE pufrem.

1,9 = délkovy standard 100bp; 2 = poz. plasmidawdtiola 6/09 (0,2 ng/ul); 3 = 6/09 (0,02 ng/ul)x=46/09 (0,002 ng/ul); 5 = 6/09
(0,001 ng/ul), 6 = (0,0005 ng/ul), 7 = (0,00025uip/8 = kontrola MasterMixu.

Jako mez detekce pozitivni plasmidové kontroly GizerBt63 6/2009 byla stanovena metodediciiady s
pouzitim TE pufru hodnota 0,001 ng/ul (janik&), coZ odpovida 0,005 ng plasmidové kontrolgakci.

Obrazeke. 3 ukazuje mez detekce pozitivni plasmidové kdnt6d2009 pro kvalitativni stanoveni GM ryze

Bt63 fedtné netransgenni ryzovou genomickou DNATE pufrerpk®i je ozn&ena pozice specifického PCR
amplikonu o velikosti 83bp po elektroforetickérlachi PCR produki na 2% agarézovém gelu.
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Obrazek ¢. 3. Fotografie 2% agarézového gelu, PCR reakce privalitativni analyzu GM ryze
Bt63. Mez detekca‘edim netransgenni ryzovou genomickou DNA.

100 bt

1,8 = délkovy standard 100bp; 2 = poz. plasmidawdtrdola 6/09 (0,2 ng/ul); 3 = 6/09 (0,02 ng/uly=4/09 (0,002 ng/ul); 5 = 6/09
(0,001 ng/ul), 6 = (0,0005 ng/ul), 7 = kontrola MaMixu.

Jako mez detekce pozitivni plasmidové kontroly GiderBt63 6/2009 byla stanovena metodedicitfady s
pouzitim netransgenni genomické DNA ryze hodno@0D,ng/ul (jamka¢. 5), coz odpovida 0,005 ng
plasmidové kontroly v reakci.

Na Obrazku¢. 4 je ukézéana specifita PCR zkousky pro kvalitdtignalyzu GM ryze Bt63. Sipka ozfuge
pozici specifického PCR amplikonu o velikosti 83pp elektroforetickém &eni PCR produki na 2%
agarézovém gelu. Reakce byla provedena u vybrarybh v kukuici (GA21 - tolerance k herbicidu
glufosinate ammonium, MON810 — odolnogtvhmyzu Ostrinia nubilali, MON863 — odolnost&i hmyzu
(ColeopteranDiabrotica sp) , MIR604 — odolnost &i hmyzu (ColeopteranDiabrotica sp) , NK603 —
tolerance k herbicidu glufosinate ammonium), v §6§eundUp Ready soja — tolerance k herbicidu ginfis
ammonium) a dale u netransgennich DNA pSenicénagee, které jsotiastou sotasti krmnych sisi.

Obrazek ¢. 4. Fotografie 2% agar6zového gelu, specifita PCRakce pro kvalitativni analyzu GM
ryze Bt63.

200bp
100bp

1,13 = délkovy standard 100bp; 2 = poz. plasmidmsitrola 6/09 (0,2 ng/ul); 3 = 1% GA21 4 = 1% MON815 = 1% MON863,
6 = 1% Bt176; 7 = 1% MIR604; 8= 1%NK603; 9 = 1% ;RR= pSenice; 11 =¢men; 12 = kontrola MasterMixu.

Informace o konkrétnim ifstrojovém a materialnim vybaveni se podava poake gluzba uzivateli této
metodiky, je mozné vyuzit i material jinych dodaataiza gedpokladu, Ze se dosdhne shodnych vysledk
V piipadct neshody jeieba metodu pro danéigtrojové a materialni vybaveni optimalizovat.
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Priloha ¢. 1

Priprava roztoki

Roztok ¢. 1

50 x TAE

Priprava: 242 g TRIS base se rozpusti v 300 ml deionizovad,vaida se 100 ml roztokd. 3 (EDTA
0,5M) a 57,1 ml ledové kyseliny octové, doplni se1@00 ml deionizovanou vodou a upravi pH
= 8,5. Autoklavuje seip121°C po dobu 15 minut. Roztok je pouzitelny 6sii, uchovava se
v chladnéce, po 3 misicich se autoklavuije.

Roztok ¢. 2

Délkovy standard DNA

Priprava: 100 pl délkového standardu 50bp GeneRUlese smicha se100 pl 6 x Loading Dye Solution a
se 400 pl PCR Ultra #0. Po promichani vortexem se délkovy standard pezpje do alikval
v mikrozkumavkach po 100 pl. Uchovava se v chlaonii 4°C.

Roztok ¢. 3

EDTA 0,5M

Priprava: 93,05 g Na&EDTA.2H,O se rozpusti v 300 ml deionizované vody na magkétmichéace,
piida se cca 10 g NaOH. ¢ se pH roztoku, pokud se jeho hodnota neblizi p8{ sil se
nerozpusti. Autoklavuje sefip121°C po dobu 15 minut. Roztok je pouZitelny @&siai,
uchovava se v chladtde, po 3 misicich se autoklavuje.

Roztok ¢. 4

Ethanol cca 70%

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

Roztok ¢. 5

Nanaseci pufr s indikatory

Priprava: 1 dil nanédSeciho pufru 6 x Loading Dye Solutiorsisécha se 2 dily PCR Ultra,8. Uchovava
se v chladnice pi 4°C.

Roztok ¢. 6

TE pufr

Priprava: Zasobni roztok 100 x TE pufru seradi s PCR Ultra kO v pon®ru 1:99, alikvoty se uchovavaji
v mikrozkumavkach v mrazakuip20°C.
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