narodni
N U dlozisté
1 L Sedé
6 literatury

Metodika detekce vnitiniho genu hrachu setého lektinu pomoci PCR

Vrablik, Ales; Hodek, Jan; Ovesna, Jaroslava
2012

Dostupny z http://www.nusl.cz/ntk/nusl-124033

Dilo je chranéno podle autorského zakona ¢. 121/2000 Sb.

Tento dokument byl stazen z Narodniho Ulozisté $edé literatury (NUSL).
Datum stazeni: 01.06.2024

Dalsi dokumenty muzete najit prostfednictvim vyhledavaciho rozhrani nusl.cz .


http://www.nusl.cz/ntk/nusl-124033
http://www.nusl.cz
http://www.nusl.cz

AlesS Vrablik, Jan Hodek, Jaroslava Ovesna

Metodika detekce vnitrniho genu
hrachu setého lektinu pomoci PCR

METODIKA PRO PRAXI

ﬁ Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i.

2012



Metodika byla vypracovana pracovniky Narodni Referen¢ni laboratofe pro
identifikaci GMO a DNA fingerprinting diky financnimu ptispéni NAZV,
projekt Cislo: Q1101B267

© Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., 2012
ISBN 978-80-7427-096-3



Autofi: Ing. Ales Vrablik
Mgr. Jan Hodek
RNDr. Jaroslava Ovesna, CSc.

Nazev: Metodika detekce vnitiniho genu hrachu setého lektinu
pomoci PCR
Vydal: Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i.

Drnovska 507, 161 06 Praha 6 — Ruzyné
Naklad: 50 ks
Vyslo v roce: 2012

Kontakt na autory: vrablik@vurv.cz
hodek@vurv.cz
ovesha@vurv.cz

© Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., 2012
ISBN 978-80-7427-096-3



Ales Vrablik, Jan Hodek, Jaroslava Ovesna

Metodika detekce vnitrniho genu hrachu setého
lektinu pomoci PCR

METODIKA PRO PRAXI

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i.

2012



Detekce vnitiniho genu hrachu setého lektinu pomoci PCR

Tato metodika byla vypracovana pracovniky Narodni Referencni laboratofe pro
identifikaci GMO a DNA fingerprinting a je urCena kontrolnim laboratofim statni spravy a
privatnim laboratofim, které provadé€ji analyzy potravin ¢i krmiv z riznych rostlinnych
matric. Metoda muze byt rovnéz vyuzita jako vychozi bod pro kvantifikaci GM hrachu
V analyzovaném vzorku.

Metodika popisuje detekci vnitiniho genu hrachu setého lektinu pomoci PCR a real-
time PCR s vyuzitim nové vyvinutych specifickych primerd. Podstatou zkousky je zjistit ve
vzorku pfitomnost nukleotidové sekvence specifické pro lektin, vnitini gen hrachu setého.
Vzhledem k tomu, ze v fadé matric je DNA poskozena vyrobnimi postupy, vyuziva se
amplifikace kratkého useku DNA.

Po amplifikaci cilové DNA metodou PCR nasleduje elektroforeticka separace PCR
produktia v agar6zovém gelu. V transiluminatoru se poté v UV svétle vizualizuje hledany
PCR produkt v podobé& prouzku sviticiho na gelu v pfedem urcené pozici.

Nové vyvinuté primery byly rovnéz verifikovany pro metodu real-time PCR
s vyuzitim SYBR® Green detekce. U dané metody byla ovéiena specificita a rovn&z byl
stanoven detekcni a kvantifikaéni limit.

PCR based assay for detection garden pea lec gene

The method was developed and verified by staff of National reference laboratory for
GMO identification and DNA fingerprinting suited for governmental control laboratories and
private laboratories that analyze food and feed derived from various plant matrices. Method
can be applied for quantification of GM pea in a sample, when reference gene is used as a
standard.

The method describe internal garden pea specific gene, lektin in this case, detection
using PCR and real-time PCR. The general principle of the assay relies on lektin specific
sequence presence that represents a species specific gene of garden pea. In many matrices
DNA is damaged so amplification of short stretches of DNA is used.

After amplification of target exploiting newly developer species specific gene primers
PCR products are separated by electrophoresis in agarose gel. Resulting band is visualized by
UV light and its position is compare with size standard.

Alternatively, real-time PCR and ABI platform in combination with SYBR® Green
can be used. Reaction parameters are described and specificity of reaction was verified. LOD
as well as LOQ was defined.

Oponenti:
Prof. RNDr. Jaroslav Drobnik, CSc. — PiF UK — Katedra genetiky a mikrobiologie
MVDr. Katefina Staiikova - UKZUZ

Metodika byla schvalena Usekem potravinaiskych vyrob — Ufadem pro potraviny
Ministerstva zemé&délstvi CR dne 24. 04. 2012, Osvéd&eni &. 2/2012.
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1. Cil metodiky

Cilem metodiky je poskytnout metodicky zaklad pro provedeni PCR analyzy vzorkt
Z raznych potravinarskych ¢i krmivarskych matric na ptitomnost vnitiniho genu hrachu setého
lektinu, a tim potvrdit ¢i vyvratit pfitomnost hrachu setého v analyzované smési.

Metodiku detekce vnitiniho genu hrachu setého lze vyuzit jako metodu pro detekci
hrachu setého ve vyrobcich, které jsou uréené pro osoby s diagnostikovanou alergii na hrach
sety. Cetnost vyskytu alergie na hrach je sice méné zastoupena nez napi. alergie na
podzemnici olejnou ¢&i soju (KVASNICKOVA 1998; SPICAK & PANZNER 2004), nicméné
hrach sety mutze byt alergenem zejména u déti a muze zpusobovat atopickou dermatitidu,
astma, alergickou rymu, dusnost, angioedém, prijem, kontaktni dermatitidu, kiece v btise Ci
zvraceni (KOHOUT 1994; KVASNICKOVA 1998).

Metodiku detekce vnitiniho genu hrachu setého lze také vyuzit jako vychozi bod pro
kvantifikaci GM hrachu v potravinaiskych ¢i krmivaiskych produktech (RAKOUSKY et al.
2004; SVABOVA et al. 2005).

Metodika je dedikovana Narodni agentufe pro zemédelsky vyzkum, projekt ¢islo: QI101B267

2. Vlastni popis metodiky

2.1. Terminy a definice

Amplifikace — zesileni, v pfipadé DNA zmnozZeni.
Amplikon — ohrani¢eny amplifikovany usek DNA.
DNA — deoxyribonukleova kyselina.

Lektin — vnitini gen rostlin ¢eled¢ bobovitych (Fabaceae), v pifipadé této metodiky vnitini
gten hrachu setého (Pisum sativum).

PCR (Polymerase Chain Reaction) — fetézova polymerazova reakce je in vitro technika
pouzivanad pro enzymatickou amplifikaci specifického useku DNA, ohrani¢eného parem
primert. Reakéni smés (MasterMix) se tvoii z:

- DNA (templat)

- dNTPs — stavebni kameny DNA (dATP = deoxyadenosin trifosfat, dGTP =
deoxyguanosin trifosfat, dTTP = deoxythymidin trifosfat, dCTP = deoxycytidin
trifosfat)

- specifické primery (forward a reverse) — oligonukleotidy o délce cca 20 bazi nesouci
sekvenci komplementarni k ¢asti templatové DNA

- pracovni pufr

- roztok MgCl,

- DNA polymeraza



Cyklus PCR se sklada ze tii zdkladnich krokt. V prvnim kroku je templat (dvousroubovicova
DNA slouzici polymeraze jako vzor pro kopirovani) rozdélen v zahtaté reak¢ni smési na dvé
samostatna vlakna (denaturace 90 — 95 °C).

V druhém kroku se reak¢éni smés mirné ochladi v zavislosti na moznostech primert, které
zacnou na uvolnéna vlakna templatu nasedat (annealing 50 — 65 °C).

Ve tietim kroku termostabilni Taq polymerdza umozni prodluZovanim primerti vytvoieni
kopie pozadované sekvence DNA (extenze 60 — 72 °C).

CykKlus se opakuje v zavislosti na mnozstvi pfitomné DNA a délce amplikonu, vzniklé DNA
produkty pak slouzi jako templaty pro novy reakéni cyklus.

Vysledny podet kopii ¢ po amplifikaci je dan vztahem ¢=2", kde n je pocet cykli.

Plazmid — mald molekula kruhové DNA. Pfirozené se vyskytuje v nékterych bakterialnich
bunikdch. Obsahuje genetickou informaci, kterd neni nutna pro bézny zivot hostitelské
bakterie, ale mtize byt uzite¢na v urcitych zivotnich situacich.

r-tPCR — (real-time Polymerase Chain Reaction) — fetézova polymerazova reakce sledovana
Vv redlném Case.

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

Termocykler — je pfistroj umoziiujici programované zmény teplot v mikrozkumavkach ¢i
platech (pro r-tPCR), které obsahuji reak¢ni smés pro PCR.

2.2. Princip metody

Metoda popisuje detekci vnitiniho genu hrachu setého (lektinu) pomoci PCR.
Podstatou zkousky je zjistit ve vzorku piitomnost nukleotidové sekvence specifické pro
lektin, vnitini gen hrachu setého. Vzhledem k tomu, ze v fadé¢ matric je DNA poskozena
vyrobnimi postupy, vyuziva se amplifikace kratkého useku DNA (101 bp).

Po amplifikaci cilové DNA nasleduje elektroforetické déleni PCR produkti na
agar6zovém gelu.

V transiluminatoru se poté¢ v UV svétle vizualizuje hledany PCR produkt v podobé
prouzku sviticiho na gelu v pfedem urcené pozici — vV tomto konkrétnim ptipadé v pozici
odpovidajici 101 bp.

Metoda detekce vnitiniho genu hrachu setého (lektinu) byla rovnéz aplikovana pomoci
r-tPCR s vyuzitim SYBR® Green detekce.

2.3. RusSivé vlivy - inhibitory

Inhibitory PCR jsou latky rtizné chemické povahy. Mohou byt pfitomné piimo
Vv analyzovanych vzorcich nebo do nich vniknou béhem manipulace se vzorky ¢i reagenciemi.
Tyto latky jsou schopné vyrazné omezit, pfipadné zcela zastavit aktivitu Taq polymerdzy a
tim znemoznit amplifikaci DNA béhem probihajici PCR. Prokazanymi inhibitory PCR jsou
prostiedky pouzivané na vysypavani ochrannych gumovych rukavic (talek, Skrobovy pudr) a
zbytky fosfatii z mycich prostfedkl na laboratornim skle.
V potravinafskych matricich mohou mit inhibi¢ni ucinek naptiklad kationty Ca?*, Fe®,
tézké kovy a dale pak dalsi latky uvedené v Tabulce 1.



Tabulka 1. Vybrané inhibitory PCR.

>0,5 mM
> 1% (v/Iv)
> 0,2% (v/IV)
>5mM
> 1% (viv)
> 25 mM
> 0,005% (w/v)

2.4. Pristrojové vybaveni a material

7900 Fast Real-Time PCR system

autoklav OT 032

centrifuga Rotina 420R

centrifuga Universal 32R

fotodokumentacni zatizeni

hlubokomrazici box (- 80 °C)

horizontalni DNA elektroforézy SCIE-PLAS
horkovzdus$ny laboratorni sterilizator FN 120
lednice (4 °C)

mikropipety

mikrovinna trouba

mini centrifuga SPECTRAFUGE

mrazici box (- 20 °C)

nanophotometer

pH metr

predvazky Navigator

termocykler pro PCR MJTB - 96
thermomixer confort

vodni lazen LWB

vortex mixer VX-200

zdroj k elektroforézam

Applied Biosystems, USA
Niive, Turecko

Hettich Zentrifugen, Némecko
Boeco, Némecko

BioTech, Ceska republika
New Brunswick Scientific, Anglie
Labnet, Ceska republika
Niive, Turecko

Whirlpool, USA

Nichiryo, Japonsko

Daewoo, Jizni Korea

Labnet, Ceska republika
Liebherr, Némecko

Implen GmbH, Némecko
Hamilton, USA

Ohaus corporation, Svycarsko
Bio — Rad, USA

Eppendorf, Némecko

Labtech, Ceska republika
Labnet, Ceska republika

Consort, Belgie



Informace o konkrétnim pfistrojovém a materidlnim vybaveni se podava pouze jako
sluzba uzivateli této metodiky, je mozné vyuzit i materidl jinych dodavatel za predpokladu,
ze se dosdhne shodnych vysledkd.

V pfipadé¢ neshody je tfeba metodu pro dané pfistrojové a materialni vybaveni
optimalizovat.

2.5. Chemikalie a roztoky

Agarose Serva SERVA, Némecko

AmpliTag Gold® with GeneAmp® Applied Biosystems, USA
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit ~ Applied Biosystems, USA
dNTP mix 10 mM MBI Fermentas, Kanada
Ethanol Analytika, Ceska republika
ethidium bromid SIGMA-ALDRICH, USA

H,0 pro PCR (DNase and Rnase free) SIGMA-ALDRICH, USA

High Pure Plasmid Isolation Kit Roche Applied Science, Némecko
pouzité oligonukleotidové sekvence Generi Biotech, Ceska republika
Power SYBR® GREEN Applied Biosystems, USA
TOPO TA Cloning® Kit Invitrogen, USA

TRIS — HCI SERVA, Némecko

TRIS base SERVA, Némecko

A DNA/100 bp marker MBI Fermentas, Kanada

A DNA/Hind III marker MBI Fermentas, Kanada

Tabulka 2. Pouzité primery

CCGAACAACCTCGAAGAAATAC

658
ACTCTGCGCTATTGAAAACTCC
CCCGACCAACAAAACCTAAT

101
TAGAGGGCTCTGCCAACAGT

Ptiprava jednotlivych roztoki je uvedena v Ptiloze 1 — pfiprava roztoki

2.6. Priprava plazmidové kontroly
Jako pozitivni kontrola pro PCR nebo r-tPCR se pouzije plazmidovoa kontrola ziskana

pomoci PCR produktu primerd Lec658 (Tabulka 2.), kde jako templét slouzi DNA hrachu
setého.
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2.6.1. Priprava PCR produktu pro klonovani

2.6.1.1. Priprava pracovniho prostoru

Otiou se pracovni plochy a pipety Cerstvé ptipravenym 20 % roztokem SAVA, otfou
se pracovni plochy a pipety 70 % roztokem etanolu. Je vhodné vystavit pracovni plochu
germicidnimu zéafeni UV lampy po dobu minimélné 15 minut.

2.6.1.2. Priprava chemikalii

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

Kontrola chemikalii pro PCR:

Ultra Pure H,O pro PCR

Pufr AmpliTaq 10x

Mg?®* o koncentraci 25 mM

dNTP o koncentraci 10 mM

Templatova DNA o koncentraci 20ng-pl™

Primery Lec658 F (10uM), Lec658 R (10uM) (Tabulka 2.)
AmpliTag GOLD® polymeraza 5 U - pI*

NoookrwnpE

Slozeni reak¢ni smési pro PCR s primery Lec658 je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 3. Slozeni reakcni smesi pro PCR

12,8 -

10x 2,5 1x
25 mM 1,5 1,5 mM
10 mM 0,5 0,2 mM
10 uM 1,25 0,5 uM
10 uM 1,25 0,5 uM
5U -l 0,2 1U-pl?

2.6.1.3. Pracovni postup pro PCR
1. Pozadované mnozstvi komponent potfebné pro PCR se nechd roztit, jemné se
promicha a kratce centrifuguje. Chemikalie se udrzuji na ledu pfi teploté 1-4 °C.

2. Pro kazdy vzorek se pfipravi jedna sterilni 0,2 ml zkumavka. Jedna zkumavka je
urcena pro kontrolu MasterMixovou — misto templatové DNA se k MasterMixu pfida
odpovidajici objem Ultra Pure H,O pro PCR.
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3. Do 1,5 ml reakéni zkumavky na ledu se pridaji komponenty MasterMixu (Tabulka ¢.
3) v daném poradi. MasterMix se pfipravuje s Vyjimkou DNA.
Celkovy pripraveny objem MasterMixu je V = Vi . (n +1), kde V; je objem
MasterMixu potiebny pro 1 vzorek, n je pocet vSech vzorki, vcéetné kontrol a jeden
vzorek navic se piidd na chybu pfi pipetovani.

4. MasterMix se dikladné, ale jemné promichédva po dobu minimalné¢ 10 s (vortex,
obraceni zkumavky).

5. MasterMix se rozdéli po 20 pl do kazdé ptipravené 0,2 ml zkumavky. Nejprve se do
MasterMixové kontroly pfida 5 pl Ultra Pure H,O pro PCR, do kazdé dalsi zkumavky
pak 5 ul templatové DNA jednotlivych vzorkt (jako templat zde slouzi DNA hrachu
setého).

6. Zkumavky se kratce sto¢i na stolni minicentrifuze.

7. Vzorky se vlozi do cykleru a zahaji se PCR amplifikace podle parametrd v Tabulce 4.

Tabulka 4. Teplotni profil PCR s primery Lec658

Aktivace AmpliTaq Gold polymerazy 95°C — 12 min

Denaturace 95°C-30s )
Amplifikace

Annealing 60°C-30s 40 cykln

Extenze 72°C—-30s

Koneéna extenze 72°C — 10 min

2.6.2. Klonovani plazmidové kontroly

Pro piipravu plazmidové kontroly se pouzije klonovaci kit TOPO TA Cloning®,
Invitrogen <www.invitrogen.com>. Tento kit vyuziva pro vkladani DNA do vektoru lepivych
koncti a umoznuje modro — bilou selekci transformovanych bakterii. Jako templat pro
klonovani se pouzije PCR produkt primerti Lec658.

Do 0,5 ml mikrozkumavky se napipetuje 4 ul PCR produktu, 1 pl solného roztoku
(finalni koncentrace 1,2 M NaCl a 0,06 M MgCl,) a 1 pl TOPO® vektoru. Smés se jemné
promicha a inkubuje 30 min pii laboratorni teploté. Nasledné se piida 2 pl TOPO® klonovaci
smési, mikrozkumavka se jemn¢ promicha proklepanim a inkubuje se 30 minut na ledé¢.

Po uplynuti inkubace se mikrozkumavka umisti do vodni 1azn¢ o teplot€ 42 °C po dobu
30 s a nasledné se ponecha 2 minuty na ledu. Po inkubaci se ptida 250 pl S.0.C. média (2 %
Trypton, 0,5 % kvasinkovy extrakt, 10 mM NaCl 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM
MgSO,, 20 mM glukoéza) a ponecha se tiepat v termobloku (200 rpm) pii teploté 37 °C po
dobu jedné hodiny. Po jedné hodin¢ se pienese 150 pl roztoku na pfedem ptipravenou Petriho
misku s LB agarem. Takto pfipravené misky se nasledné ponechaji pies noc v inkubatoru pfi
teploté 37 °C.

Druhy den se pteockuji narostlé bilé kolonie (bakterie s vektorem obsahujicim vlozenou
DNA) sterilnim paratkem na novou Petriho misku s LB agarem, a takto preockované bakterie
se opét ponechaji v inkubatoru pii teploté 37 °C ptes noc.
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Z divodu nevhodnosti plazmidi v cirkuldrni formé jako templati do PCR a r-tPCR
(HOU et al., 2010), se plazmidy pro tyto ucely linearizuji. Pro linearizaci plazmidu se pouzije
restrikéni enzym Hind 11, jehoZ pravé jedno $tépné misto pouzité plazmidy obsahuji.

2.7. Retézova polymerazova reakce (PCR) pro amplifikaci specifické
sekvence vnitiniho genu hrachu setého (lektinu)

2.7.1. Priprava pracovniho prostoru

Otfou se pracovni plochy a pipety Cerstvé pfipravenym 20 % roztokem SAVA, otfou
se pracovni plochy a pipety 70 % roztokem etanolu. Je vhodné vystavit pracovni plochu
germicidnimu zateni UV lampy po dobu minimélné 15 minut.

2.7.2. Priprava chemikalii

Vsechny roztoky, uchovavané v mrazdku, 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
prevracenim a kratkym vortexovanim a kratce se vSechny polozky centrifuguji na stolni
minicentrifuze.

Kontrola chemikalii pro PCR:

Ultra Pure H,O pro PCR

Pufr AmpliTag 10x

Mg** o koncentraci 25 mM

dNTP o koncentraci 10 mM

Templatova DNA o koncentraci 20ng-pl™

Primery Lec101 F (10uM), Lec101 R (10uM) (Tabulka 2.)
AmpliTaq GOLD® polymeraza 5 U - pI*

NoogokrwnPE

SloZeni reak¢ni smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 5.

Tabulka 5. Slozeni reakcni smési pro PCR

14,1 -
10x 2,5 1x
25 mM 1,5 1,5 mM
10 mM 0,5 0,2 mM
10 uM 0,6 0,24 uM
10 uM 0,6 0,24 uM
5U - pult 0,2 1U-pl?
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Kontrola chemikalii pro r-tPCR

1. Ultra Pure H,O pro PCR
2. SYBR® Green MasterMix
3. Primery Lec101 F (10uM), Lec101 R (10uM) (Tabulka 2.)

Slozeni reak¢ni smési pro r-tPCR je uvedeno v Tabulce 6

Tabulka 6. SlozZeni reakcni smési pro r-tPCR

19,5 -
10 uM 0,25 0,05 uM
10 uM 0,25 0,05 uM
2X 25 1x

2.7.3. Pracovni postup pro PCR

1.

Pozadované mnozstvi komponent potiebné pro PCR se nechd roztat, jemné se
promicha a kratce centrifuguje. Chemikalie se udrzuji na ledu pfi teploté 1-4 °C.

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

Do 1,5 ml reakéni zkumavky na ledu se pfidaji komponenty MasterMixu (Tabulka ¢.
5) v daném poradi. MasterMix se pfipravuje s vyjimkou DNA.

Celkovy piipraveny 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 pfida na chybu pii pipetovani.

MasterMix se dikladné, ale jemn¢ promichdva po dobu minimalné 10 s (vortex,
obraceni zkumavky).

MasterMix se rozdéli po 20 pl do kazdé piipravené 0,2 ml zkumavky. Nejprve se do
MasterMixové kontroly ptida 5 pl Ultra Pure H,O pro PCR, do kazdé dalsi zkumavky
pak 5 pl templatové DNA jednotlivych vzorkd. Pozitivni (plazmidova) kontrola se
k roztoku MasterMixu piidava jako posedni.

Zkumavky se kratce stoci na stolni minicentrifuze.

Vzorky se vlozi do cykleru a zahaji se PCR amplifikace podle parametr v Tabulce 7.
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Tabulka 7. Teplotni profil PCR

Aktivace AmpliTaq Gold polymerazy 95°C — 12 min

Denaturace 95°C—-30s )
Amplifikace

Annealing 65°C—-30s 40 cykla

Extenze 72°C-30s

Koneéna extenze 72°C —10min

2.7.4. Pracovni postup pro r-tPCR

1.

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

Do 1,5 ml mikrozkumavky pro MasterMix se pipetuji jednotlivé slozky MasterMixu
dle Tabulky 6.

Ptipraveny MasterMix se dikladné, ale jemné promichd pomoci vortexu a pipetuje se
do 96 jamkové desticky.

Do 96 jamkové desticky se k 20ul MasterMixu ptida 5 pl templatové DNA. Pozitivni
(plazmidova) kontrola se piidava jako posledni.

Desticka se stoci na centrifuze po dobu 1 min.

Desticka se vzorky se vlozi do r-tPCR cykleru a po nastaveni termalniho profilu podle
Tabulky 8 se spusti PCR amplifikace.

Tabulka 8. Teplotni profil r-tPCR.

Stage 1 Stage 2 Stage 3

Repeats: 35

950 95.0
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2.8. Kontrola PCR produktii

Elektroforetickd separace PCR produktli na agarézovém gelu poskytuje moznost
porovnat velikost ocekavanych amplikonti s délkovym standardem DNA. Piidanim ethidia
bromidu do agarézového gelu je umoznéno po probehnuté elektroforéze prouzky rozdélené
DNA vizualizovat pod UV svétlem.

Pii pouziti r-tPCR lze signal reakce odecist pfimo z monitoru PC (Obr. 3 a Obr. 4).
Produkty vzniklé r-tPCR se tak mohou, ale nemuseji kontrolovat elektroforetickou separaci.

2.8.1. Princip elektroforetické separace na agarézovém gelu

Kontrola PCR produkta probiha pomoci jejich elektroforetické separace na
agar6zovém gelu s ethidiem bromidu. DNA se separuje elektroforeticky na zékladé svého
naboje a molekuldrni hmotnosti. Délka doby elektroforetické separace je zavisla na
pozadované délce drahy migrace, protékajicim elektrickém proudu, pouzitém
elektroforetickém pufru a na koncentraci agardzy v gelu.

Ethidium bromid se navaze na DNA a pfi excitaci UV zafenim vyzaiuje oranzové
fluorescenéni zafeni. Pro kontrolu velikosti migrujicich PCR produkti se pouziva délkovy
standard DNA.

2.8.2. Priprava 2 % agarozového gelu

Pottebné 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 vzorki se pfipravi navazka agardzy. Objem pufru, navazky
agardzy a objem ethidia bromidu podle poc¢tu vzorki je uveden v Tabulce 9.

Tabulka 9. Mnozstvi komponent agarézového gelu podle poctu vzorki

2% 1,4 0,7 1-16
2% 4.8 2,4 17 a vice

2.8.2.1. Pracovni postup
1. Na analytickych vahach se navaZi na vdZence potfebné mnozstvi agardzy.

2. Navazend agardza se prevede do Erlenmayerovy banky a zalije se potiebnym
objemem 1 x TAE pufru.

3. Banka s pufrem a agarézou se umisti na oto¢ny talif mikrovinné trouby, nastavi se
stupeni ohfevu (nejvyssi pro 240 ml gelu, sttedni pro 70 ml gelu) a ¢as 2 — 3 minuty.
V pribéhu zahiivani agardézy je tieba roztok nékolikrat krouzivym pohybem
promichat. Je tfeba dbat na to, aby var nebyl skryty a agar6za nevzkypéla a nevystiikla
mimo banku.

4. Ohftev se ukonci po cca 1 minuté varu, banka se vyjme z mikrovinné trouby a opatrné
se jeji obsah krouzivym pohybem jesté jednou promicha.
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Banka se postavi na elektromagnetickou michacku v digestofi a vlozi se do ni
michadélko.

Béhem michani agar6zového gelu se pripravi forma na gel s hiebinkem pro vytvoteni
nanasecich jamek v gelu.

Kdyz teplota roztoku v barice klesne na cca 60 °C (baiiku 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 banky vyjme pomoci magnetu a jesté horky tekuty roztok agardzy se
nalije do formy na gel a necha se vychladnout, takze dojde ke gelifikaci (cca 30 — 45
min). Je tieba dbat na to, aby po naliti do formy nezustaly v gelu bublinky vzduchu.

Po vychladnuti a ztuhnuti gelu se opatrné vyjme hiebinek, v gelu zlstanou jamky pro
nanaseni vzorkda.

2.8.3. Elektroforeticka separace DNA

2.8.3.1. Pracovni postup

1.

Po probéhlé PCR reakci se do kazdé mikrozkumavky pfidaji 3 pl pufru pro nanédseni
vzorki, nejprve do MasterMixové kontroly, poté ke vzorklim a nakonec do pozitivni
PCR kontroly.

Ptipraveny elektroforeticky gel se vlozi do elektroforetické vany a pievrstvi se (cca 5
mm) 1 x TAE pufrem.

Do prvni a posledni drahy se nanese 4 pul délkového standardu 100bp marker.
Do dalsich drah se nanasi vzdy 25 ul z kazdého vzorku v potadi od MasterMixové
kontroly po pozitivni PCR kontrolu. Pfed nanesenim do jamky se kazdy vzorek

promichd 2 x protazenim Spickou pipety.

Po ukonéeni nanasSeni vzorku se elektroforetickd vana uzavie vikem a nastavi se
hodnota elektrického napéti pro 2 % agar6zovy gel — 60 V.

Elektroforéza probiha cca 60 — 90 minut.

Po ukonceni elektroforézy se gel vyjme i sformou zvany a pienese se k
fotodokumenta¢nimu zatizeni se zdrojem UV zafeni.

2.8.4. Vizualizace PCR produktii po elektroforetické separaci

Vizualizace PCR produktti po elektroforetické separaci probiha s pomoci UV zafeni.

Hledany produkt se v UV svétle vizualizuje v podobé sviticiho prouzku, podle srovnani
pozice tohoto prouzku s pozici DNA fragmenti délkového standardu je pak urcena délka
produktu. Délka PCR amplikonti hrachového lektinu je pii pouziti této detekéni metody rovna

101 bp.
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2.9.Zavér

2.9.1. Detekce metodou PCR

Na Obr. 1 je zndzornén test specificnosti primerdt Lecl01 pomoci PCR po
elektroforetické separaci. Jako templat byla pouZita DNA vybranych druhl rostlin z ¢eledi
bobovitych (Fabaceae). Velikost o¢ekavaného produktu byla 101 part bazi. CTRL na
nasledujicich obrazcich znaci zatazené negativni kontroly (CTRL EX — extrakéni kontrola,
CTRL MM - kontrola MasterMixu a CTRL MM ot — kontrola MasterMixu oteviena).

500 bp
200 bp
100 bp

101 bp

8 9 10 11 12

500 bp
200 bp
100 bp

Obr. 1: Oveéreni specificity primerii 101 na DNA izolované ze suchych plodii rostlin Celedi bobovitych:M —
délkovy standard 100bp, 1 — plazmidovd kontrola, 2 — vikev, 3 — séja A, 4 — séja B, 5 — hrdch A, 6 — hrach B, 7
— ¢oc¢ka A, 8 — ¢ocka B, 9 —fazol A, 10 —fazol B, 11 — CTRL EX, 12 — CTRL MM, 13 — CTRL MM - oteviend, M
— délkovy standard 100bp.

Obr. 2 znédzoriiuje test odridové specificnosti primerd Lecl01 pomoci PCR po
elektroforetické separaci, kde jako templat slouzila DNA vybranych komeréné dostupnych
kultivard hrachu setého. Velikost oc¢ekavaného produktu byla rovnéz 101 para bazi.
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200bp
100bp
101 bp
M 15 16 17 18 19 20801 NE00RNI3240 95 026 27 28 M
500bp
200bp
100bp

Obr. 2: Oveéreni specificity primerii 101 u vybranych odrid hrachu setého: M — délkovy standard 100bp, 1 —
plazmidova kontrola, 2 — Alderman A, 3 - Alderman B, 4 — Arvika A, 5 — Arvika B, 6 — Bajka A, 7 — Bajka B, 8 —
Bohatyr A, 9 — Bohatyr B, 10 — Dalila A, 11 — Dalila B, 12 — Havel A, 13 — Havel B, 14 — Oskar A, 15 — Oskar B,
16 — Pegaz A, 17 — Pegaz B, 18 — Rondo A, 19 — Rondo B, 20 — Zdzrak z Kelvedonu A, 21 — Zdzrak z Kelvedonu
B, 22 — Ambrosia A, 23 — Ambrosia B, 24 — Delikata A, 25 — Delikata B, 26 — CTRL EX. 27 — CTRL MM, 28 —
CTRL MM - oteviend, M — délkovy standard 100bp.

2.9.2. Detekce metodou real-time PCR

Test druhové a odridové specifi¢nosti probehl rovnéz pomoci r-tPCR pii pouziti
SYBR®™ Green detekce (Obr. 3 a Obr. 4). Dale byl stanoven limit detekce (LOD) a limit
kvantifikace (LOQ) dané reakce. Detek¢ni limit byl stanoven na 40 kopiich DNA hrachu
setého a kvantifika¢ni limit na 160 kopiich DNA hrachu setého. Detekéni 1 kvantifikaéni limit
byl stanoven pomoci fedici fady genomické DNA hrachu setého, kde vychozi bod kalibra¢ni
ptimky obsahoval 41000 kopii DNA a fedil se ultra ¢istou vodou pro PCR v poméru 1 : 3 az
do bodu 7 (10 kopii DNA). Efektivita dané reakce byla 99 % (Obr. 5).
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3. Srovnani novosti postupii
Tato metodika vychazi z PCR a real — time PCR. Dané metody jsou bézné pouzivané v
laboratotich, zabyvajicich se molekularni biologii. Pfedkladana metodika popisuje moznost
detekce a kvantifikace vnitiniho genu hrachu setého zcela novym pfistupem, za pouziti
vlastnich oligonukleotidovych sekvenci.
Do této doby nebyla publikovana metodika zabyvajici se detekci a kvantifikaci hrachu

setého metodou PCR a real — time PCR.

22



4. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodiku detekce vnitiniho genu hrachu setého lze vyuzit jako metodu pro detekci
hrachu setého ve vyrobcich, které jsou uréené pro osoby s diagnostikovanou alergii na hrach
sety. Cetnost vyskytu alergie na hrach je sice méné zastoupena neZ napi. alergie na
podzemnici olejnou &i séju (KVASNICKOVA 1998; SPICAK & PANZNER 2004), nicméné
hrach sety miize byt alergenem zejména u déti a mize zpusobovat atopickou dermatitidu,
astma, alergickou rymu, dusnost, angioedém, prijem, kontaktni dermatitidu, kiece v bfise ¢i
zvraceni (KOHOUT 1994; KVASNICKOVA 1998).

Metodiku detekce vnitiniho genu hrachu setého Ize také vyuzit jako vychozi bod pro
kvantifikaci GM hrachu v potravinaiskych ¢i krmivaiskych produktech (RAKOUSKY et al.
2004; SVABOVA et al. 2005).

Tato metodika byla vypracovana pracovniky Néarodni Referen¢ni laboratofe pro
identifikaci GMO a DNA fingerprinting a je urena kontrolnim laboratofim statni spravy a
privatnim laboratofim, které provadéji analyzy potravin ¢i krmiv z riznych rostlinnych
matric.

5. Ekonomické aspekty

Pro zavedeni metodiky do portfolia analytické laboratofe vyuzivajici techniky
molekularni biologie je tieba pocitat s cenou potiebnych chemikalii a s nutnosti verifikac¢nich
behil. Néklady na zavedeni metody se tedy pohybuji v rozmezi 15 — 20 tis. K¢&. Pfedpoklada
se, ze zisk z kazdé provedené analyzy bude 500 K¢&. Za soucasné situace je cena jedné analyzy
5000 K¢, pricemz cena zahrnuje ndklady na spotfebni materidl, osobni naklady, rezijni
naklady, idrzbu a opravu zatizeni.
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Ptiloha 1 — ptiprava roztoka

EDTA 0,5M

Ptiprava: 93,05 g Na,-EDTA-2H,0 se rozpusti ve 300 ml deionizované vody na magnetické
michacce, ptida se cca 10 g NaOH. M¢ti se pH roztoku, pokud se jeho hodnota neblizi pH =
8, stl se nerozpusti. Autoklavuje se pti 121 °C. Roztok je pouzitelny 12 mésicti.

Ethanol cca 70 %
Ptiprava: 70 ml absolutniho ethanolu se smicha s 30 ml deionizované sterilni vody. Roztok je
pouzitelny 12 mésicu.

TAE 50x

Ptiprava: 242 g TRIS baze se rozpusti ve 300 ml deionizované vody, ptida se 100 ml 0,5M
roztoku EDTA a 57,1 ml ledové¢ kyseliny octové. Doplni se do 1000 ml deionizovanou vodou
a upravi pH = 8,5. Autoklavuje se pii 121 °C. Roztok je pouzitelny min. 6 mésict.

LB agar
Ptiprava: 5 g NaCl, 5 g Tryptonu, 2,5 g Yeast extractu a 7,5 g agaru se rozpusti v 0,5 1

destilované vody a smés se ponechd resuspendovat na laboratorni michacéce. Po rozpusténi se
roztok sterilizuje pomoci autokldvu. Po vychladnuti cca na 60 °C se k roztoku ptida 2,5 ml 24
% roztoku IPTG, 2 ml 2 % roztoku xgal dimethylformamidu a 5 ml 25 % roztoku ampicilinu.
Smés se promichd na laboratorni michacce a pfenese se do nckolika Petriho misek. Po
ztuhnuti agaru jsou misky uchovavany pti 4 °C k néslednému pouZiti.

LB medium

Ptiprava: 5 g NaCl, 5 g Tryptonu, 2,5 g Yeast extractu se rozpusti v 0,5 I destilované vody. Po
resuspendaci se roztok sterilizuje pomoci autokldvu a po vychladnuti na cca 60 °C se
k roztoku ptida 5 ml 25 % roztoku ampicilinu.
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