narodni
N U dlozisté
1 L Sedé
6 literatury

Metodika analyzy mlécnych vyrobku a jejich sojovych analogl na pritomnost
RoundUp Ready soji

Tesafova, Zuzana: Sidova, Dana; Vrablik, Ale$: Hodek, Jan: Ovesna, Jaroslava
2013

Dostupny z http://www.nusl.cz/ntk/nusl-187440

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

Tento dokument byl stazen z Narodniho Ulozisté $edé literatury (NUSL).
Datum stazeni: 18.05.2024

Dalsi dokumenty muzete najit prostfednictvim vyhledavaciho rozhrani nusl.cz .


http://www.nusl.cz/ntk/nusl-187440
http://www.nusl.cz
http://www.nusl.cz

Zuzana Tes#&ova, Dana Sidova, Ale$ Vrablik, Jan Hodek,

Jaroslava Ovesna

Metodika analyzy ml&nych
vyrobk a jejich sdjovych
analogi na pritomnost
RoundUp Ready soji

Derivative Melt Curves Difference Plot
819

@ @5 @0 @3 A Ao s mn B w5 s wms @0
rrrrrrrrrrrrrr

METODIKA PRO PRAXI

Vyzkumny astav rostlinné vyroby, v.v.i.

O



Metodika byla vypracovana pracovniky Narodni Refené
laboratde pro identifikaci GMO a DNA fingerprinting diky
financnimu @ispeni NAZV, projektcislo: QI101B267 a
vyzkumného zagru MZE0002700604

© Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, v.v.i., 2013

ISBN 978-80-7427-134-2



Autofi: Ing. Zuzana Tesava
Mgr. Dana Sidova
Ing. Ales Vrablik
Mgr. Jan Hodek

RNDr. Jaroslava Ovesna, CSc.
Nazev: Metodika analyzy miaych vyrobki a jejich séjovych analdgna
pritomnost RoundUp Ready sdji

Vydal: Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, v.v.i.
Drnovska 507, 161 06 Praha 6 — Ruzyn

Naklad: 50 ks
Vyslo v roce: 2013
Kontakt na autory: tesarova@vurv.cz

sidova@vurv.cz

ovesna@vurv.cz

© Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, v.v.i., 2013

ISBN 978-80-7427-134-2



OBSAH :

1. Cil metodiky

2. Vlastni popis metodiky

2.1 Terminy a definice

2.2 Princip metody

2.3 RuSivé vlivy — inhibitory

2.4  Pristrojové vybaveni

2.5 Chemikalie a roztoky

2.6 Extrakce DNA pomoci CTAB metody

2.7 Kontrola kvality izolované DNA

2.7.1 Princip elektroforetické separace na agar6zovém gelu
2.7.2 Priprava 0,8% agar6zového gelu

2.7.3 Vizualizace DNA po elektroforetické separaci
2.8 High resolution melting (HRM)

2.8.1 Priprava pracovniho prostoru

2.8.2 Priprava chemikalii

2.8.3 Pracovni postup pro HRM

2.8.3.1. Krok amplifikace

2.8.3.2. Krok HRM analyzy

2.8.4. Vyhodnoceni HRM

2.9 Analyza pfitomnost RoundUp Ready s6ji MON-40-3-2
2.9.1 Pfiprava pracovniho prostoru

2.9.2 Priprava chemikalii

20

2.9.3 Pracovni postup pro detekci GM s6ji MON-40-3-2 metodou

PCR

21

2.9.4. Vyhodnoceni detekce GM séji MON-40-3-2 metodou PCR

23
2.9.4.1 Pfiprava 2% agar6zoveho gelu
2.9.4.2 Vizualizace DNA po elektroforetické separaci
2.10 Pfiklad HRM analyzy
2.11 Pfiklad detekce GM s6ji MON-40-3-2 metodou PCR
2.12 Zavér
Srovnani novosti postupu
Popis uplatnéni certifikované metodiky
Ekonomické aspekty
Literatura
Seznam publikaci, které pfedchazely metodice
Pfiloha €. 1

~NOoO ok w

23
25
25
30
31
31
32
32
33
33
35



1. Cil metodiky

MlIé¢né vyrobky byvajicasto pedmeétem falSovani. B falSovani
milénych vyrobki byva nahrazovana smetana (énkg tuk) jakoZzto
drahé& surovina nappiidavkem rostlinnych tuk. Vyrobky ozné&ova-
né jako smetanové tak mohou obsahovat niZsi pawtay, nez je
deklarovano na obalé nafizeno vyhlaskou 77/2003 Spkterou se
stanovi pozadavky pro mléko a @€ vyrobky, mrazené krémy a
jedlé tuky a oleje. MIéko obec# mize byt ve vyrobku nahrazeno
nag. vyluhem ze séjovych bdbnebo pidavkem nejizrejSich aditiv
(barviv, stabilizatakr, emulgéatoli, plnidel) k zajis¢ni poZadovanych
technologickych a organoleptickych vlastnosti.

Nahrazovani zivéiSnych produki v ml&nych vyrobcich séjou nedo-
chazi jen ke klamani sgebitele, ale také k jeho potencialnimu ohro-
Zeni vzhledem k tomu, Ze séjaipabezi nejsildjSi alergeny. Alergie
na soju navic patmezi ty s nejasgjsim vyskytem. Newdoma kon-
zumace falSovanych potravin, kdy je ve vyrobku aabna draZsi su-
rovina séjou nebo séjovym produktemipie byt proto zdrojem neza-
doucich alergickych reakci, ke kterym u aletgilochazi i g konzu-
maci potraviny s jen nepatrnoiimési sojf.

Podle vyhlasky 113/2005 Sto zpisobu ozn&ovani potravin a taba-
kovych vyrobki, musi byt roviz vyrobek, ktery obsahuje alergenni
sloZzkuiadre oznaen.

Cilem metodiky je poskytnuti postupu pro diagredstianalyzy mié
nych vyrobKi vzhledem k zachytu jejich sojovych analodyletodika

je sowasreé rozSfena o optimalizovanou metodu analyzy geneticky
modifikované RoundUp Ready so6ji MON-40-3-2, kterdtiip mezi
swtoveé nejvice pouzivané GM plodiny.

Metodika je dedikovana Narodni ageetipro zemdélsky vyzkum,
projektéislo QI101B267 a vyzkumnému zéra MZE0002700604.
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Metodika analyzy mi&nych vyrobki a jejich séjovych analog
na piitomnost RoundUp Ready soji

Mlé¢né vyrobky mohou byt iednetem falSovani. Drazsi suroviny (rfagmetana)
jsou v Echto gripadech nahrazovanyigavkem rostlinnych tuk MIéko obeci pak
mize byt ve vyrobcich nahrazeno hapyluhem ze séjovych bdb Jelikoz se séja
fadi mezi silné alergeny a alergie na soju je graincasté, krors klamani spdebi-
tele hrozi také vippact falSovani mlénych vyrobki séjou alergické reakce. Je tedy
dulezité disponovat vhodnou metodou pro jeji deteKeito prace uvadi metodiku
pro detekci séji v miénych vyrobcich a analyzu, zda se jedna o genetiodglifiko-
vanou RoundUp Ready séju. Detekce s6ji vamj&h vyrobcich je zaloZzena na ana-
lyze profilu teploty tani amplifikénich produki metodou High Resolution Melting
(HRM). Analyza, zda se jedna o geneticky modifikeea RoundUp Ready soéju,
probiha detekci specifickych UselONA metodou polymerazovietizcové reakce
(PCR).

Methodology for Analysis of dairy products and thef soy analogues for the pre-
sence of RoundUp Ready soybean

Dairy products may be subject to adulteration, whbere is a relatively expensive
raw material (e.g. cream) replaced by the additibmegetable fats. Milk can be re-
placed in dairy products for example by soybearaektBecause soy belongs among
strong allergens and the incidence of allergy ikelahigh. Therefore it is necessary
to have a method for its detection. This work idtroes the method for detection of
soy, including analysis of genetic modified RoundRpady soybean. Detection of
soybean in dairy products is based on analysisnpfification products melting pro-
files by High Resolution Melting (HRM) method. Awals of geneticaly modified
RoundUp Ready soybean is based on DNA detectioRefigmerase Chain Reaction
(PCR).

Oponenti:

Ing. Plemysl Landa, PhD. — Ustav experimentalni botaniky@R, Laborat® bio-
technologie rostlin, Rozvojova 263, 165 02 Prahd gsolaje

MVDr. Katefina Staikova — Ustedni kontrolni a zkuSebni Gstav zeféisky, Narod-

ni referekni laboraté, Oddleni mikrobiologie a biochemie, Hroznova 2, 656 06
Brno



2. Vlastni popis metodiky

2.1 Terminy a definice

Amplifikace — zesileni, vifjpact DNA zmnoZeni
Amplikon — ohranteny amplifikovany usek DNA
DNA — deoxyribonukleovéa kyselina

HRM (High Resolution Melting) — post-PCR metoda pieana

k identifikaci zneén v sekvencich DNA. Je zaloZena na detekci malych
rozdila v disoci&nich Kivkach (Kivkach tani) DNA. Nejprve dochazi

k navazani fluorescéniho barviva na dsDNA. &em postupného
zahrivani dochazi k taveni dvousroubovice DNMZ se z ni barvivo
uvoluje a dochazi k poklesu fluorescence. Vysledkegraé — Kiv-

ka tani, ktery znazauje pokles fluorescencéivysSovani teploty.

PCR (Polymerase Chain Reaction) — polymerazewaova reakce je
in vitro technika pouZzivana pro enzymatickou amplifika@cfické-
ho Useku DNA, ohrateného parem primér Reakni smes
(MasterMix) se tvéi z:

. DNA (templat)

. dNTPs — stavebni kameny DNA (dATP = deoxyadenosin
trifosfat, dGTP = deoxyguanosin trifosfat, dTTPdeoxy
thymidin trifosfat, DTP = deoxycytidin trifosfat)

- specifické primery (forvard a reverse) — oligoradtidy o
délce cca 20 bazi nesouci sekvenci komplemenkafasti
templatové DNA

. pracovni pufr

. roztok MgC}

- DNA polymeraza

Cyklus PCR se sklada zé rakladnich krok.



V prvnim kroku je templat (dvouSroubovicovd DNAsEici polyme-
raze jako vzor pro kopirovani) rogen v zakiaté reakni snesi na dv
samostatnd vlakna (denaturace 90 — 95°C).

V druhém kroku se re&ki snmés mirr¢ ochladi v zavislosti na moznos-
tech primed,, které z&nou na uvoltind vidkna templatu nasedat
(annealing 50 — 65°C).

Ve tietim kroku termostabilnTaqg polymeraza umozni prodluzovanim
primeri vytvoreni kopie poZzadované sekvence DNA (extenze 60 — 72°
C).

Cyklus se opakuje v zavislosti na mnozstiriggmmné DNA a délce am-
plikonu, vzniklé DNA produkty pak slouZi jako terdplro novy re-
akeni cyklus.

Vysledny paet kopiic po amplifikaci je dan vztahem=2", kde n je
pocet cykia.

2.2 Princip metody

Metoda zahrnuje postup extrakce DNA z potraiského mléného
produktu CTAB metodou. Romnost s6ji v analyzovaném nitéém
produktu je vySéena metodou High Resolution Melting (HRM).
S pouzitim specifickych primerovych édojde nejprve k amplifikaci
useku DNA, ktery je pro soOju specificky. V re&ak snesi je gitom
obsaZeno fluoresceéni interkal&ni barvivo MeltDoctor (Applied Bi-
osystems, Carlsbad, USA). Produkty amplifikace jpalt vySeteny
metodou HRM, kdy dochazi k pozvolnému #aéni vzorku ze 60 °C
na 95 °C s rychlosti néstu teploty 0,3% se sdasnym odé&tem fluo-
rescefiniho signalu. V Hpad, Ze vySdibvany vzorek obsahoval
DNA s0ji, je ve vysledném grafu wtkiivka teploty tani analyzova-
ného amplifik&niho produktu s charakteristickym profilem i hodmot
teploty tani.

Obsahoval-li vysébvany ml€ény vyrobek DNA soji, proghne klasic-
kou metodou PCR analyza na&itpmnost geneticky modifikované
RoundUp Ready s6ji MON-40-3-2.



Vhodnost vybrané CTAB metody pro extrakci DNA iy@lostup vy-
Seteni gitomnosti soji byl o¥ren naradé mléenych vyrobki (viz Ta-
bulka 1) a cely postup analyzy na nich bude demowi.

Tabulka 1. Testované mé@é vyrobky.

Oznaeni vyrobku Popis vyrobku

A sojovy kysany napoj

séjovy dezert — vanilka

Krajanka — vajény likér

pribin&ek kakaovy

tvarohovy jogurtovy dezert
Pacholik
Cottage syr

I|IO|MMmM|O|O|®

jogurt bily

| Cavalier

jogurt s jahodovou sloZkou

Florian
kefir

détska kase

S| X|a

2.3 RusSivé vlivy — inhibitory

Vychozi metodou analyzyifpomnosti s@ji v mlénych vyrobcich je
PCR. V gipadt, Ze reakce nepréhne, neni umozma ani nasledna
HRM analyza. Inhibitory PCR jsou latkyizné chemické povahy.
Mohou byt gitomné gimo v analyzovanych vzorcich nebo do nich
vniknou Ehem manipulace se vzorkyreagenciemi. Tyto latky jsou
schopné vyrazhomezit, pipadreé zcela zastavit aktivitag polyme-
razy, a tim znemoznit amplifikaci DNASbem probihajici PCR.
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Prokazanymi inhibitory PCR jsou préstiky pouzivané na vysypava-
ni ochrannych gumovych rukavic (talek, Skrobovy pwdzbytky fos-
fata z mycich progedki na laboratornim skle. V potravifskych ma-
tricich mohou mit inhikiini Ginek napiklad kationty C&", F&"*, t7ké
kovy a dale pak dalSi latky uvedené v Tabulce 2.

Tabulka 2. Vybrané inhibitory PCR

inhibitor koncentrace
EDTA >0,5mM
Ethanol > 1% (v/Iv)
Fenol > 0,2% (vIv)
CH3COONa >5mM
Isopropanol > 1% (viv)
NaCl > 25 mM
Dodecylsulfat sodny> 0,005% (w/v)
(SDS)

2.4 Pristrojové vybaveni

autoklav OT 032 Nuve, Turecko

centrifuga Rotina 420R Hettich Zentrifugen,
Nemecko

centrifuga Universal 32R BoecogiNecko

fotodokumenténi zaizeni BioTechCeska republika

hlubokomrazici box (- 80 °C) New Brunswick Stigc,
Anglie

horizontalni DNA elektroforézy SCIE-PLAS Labné€gska republika

horkovzdusny laboratorni sterilizator FN 120 Nuterecko

lednice (4 °C) Whirlpool, USA

Mastercycler® Nexus gradient Eppendoréniécko
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mikropipety

mikrovinna trouba

mini centrifuga SPECTRAFUGE
mrazici box (- 20 °C)
nanophotometer

pH metr

predvazky Navigator

StepOnePlus Real-Time PCR systems

thermomixer confort
vodni lazés LWB
vortex mixer VX-200
zdroj k elektroforézam

2.5 Chemikélie a roztoky

Agarose Serva

Ethanol

ethidium bromid

GeneRuler 100 bp DNA Ladder

H,0 pro PCR (DNase and RNase free)
MeltDoctor™

Syntetické oligonukleotidy (primery)

TRIS — HCI
TRIS base
A DNA/Hind 1ll marker

Nichiryo, Japonsko
Daewoo, Jizni Korea
Labnéteska republika
Liebherrghhecko
Implen GmbHemecko
Hamilton, USA
Ohaus corporation,
Svycarsko
Applied Biosyste
USA
Eppendorfgiecko
Labtech{eska republika
Labne€eska republika
Consort, Belgie

SERVAghhecko
Analytika(eskéa republika
SIGMA-ALDRICH, USA

MBI Fermentas, Kanad

SIGMA-ALDRICIBSAJ
Applied Biosystems, USA
Generi Bioke
Ceska republika
SERVA, Bmecko

SERVA, &vhecko

MBI Fermentas, Kanada

2.6 Extrakce DNA pomoci CTAB metody

. navazi se 200 mg homogenizovaného vzorku do 2amilrg mik

rozkumavky

. prida se 400 pl sterilni neionizované vody, ihnegpdani se
jednotlivé vzorky jemé promichaji klékou tak, aby vznikla ho
mogenni suspense a ponechaji se 5 minut rehydtato
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prida se 1,3 ml CTAB extrakiho pufru pedeltatého na 65°C a
vzorky se vortexuji
prida se 10 pl RNazy A a vzorky se opatpromichaji; probiha
inkubace 30 minutipteplog 65°C, kazdych 10 minut se vzorky
promichaji pevracenim mikrozkumavky
prida se 10 pl proteinazy K, vzorky se jefipromichaji obrace
nim zkumavky a nechaji se inkubovat 30 miniteplot 65°C,
kazdych 10 minut se vzorky promichajépracenim mikrozku
mavky
centrifugace v odstdivce 10 minut $ 12000 ot./min.
do dvou novych 2 ml mikrozkumavekemést 600 pl supernatan
tu, @idat stejny objem susi chloroform : isoamylalkohol (24 :
1) a dikladre v ruce tepat cca 1 minutu
centrifugace v odstdivce 15 minut 12000 ot./min.
do noveé 2 ml mikrozkumavky ségmese horni (vodni) faze
pridaji se 2 objemy CTAB precipitaiho pufru
inkubace 60 minutiplaboratorni teplat bez jakéhokoli michani
centrifugace v odstdivce 15 minut 12000 ot./min.
pipetou se odstrani supernatant (pogd opatre vylit) — pelet
nemusi byt viditelny
vysraZzena DNA se rozpustfig@nim 450 pl roztoku 1,2 M NacCl
a roztok se opatépromicha
prida se 450 pl sisi chloroform : isoamylalkohol (24 : 1) a 1
minutu se dkladreé prottepava rukou
centrifugace v odstdivce 20 minut 12000 ot./min.
horni vodni faze sefpnese do nové 1,5 ml mikrozkumavky
pridat 0,6 objemu 99,8% isopropan-2-olu, jeénpromichat pe
vracenim mikrozkumavky a nechat inkubovat 20 mipiutabo
atorni teplat
centrifugace v odstdivce 15 minut 12000 ot./min.
vylitim nebo pipetovanim se odstrani supernatant
prida se 500 pl 70% etanolu &kwolikrat prevracenim mikrozku
ni odstraani CTAB)
centrifugace v odstdivce 10 minut 12000 ot./min.

12



. vylitim nebo pipetovanim se odstrani supernatant

. vysusi se pelet DNAfplaboratorni teplat (cca 30 minut) a zno
vu se nechd rozpustit v 60 pl vody feplot 4°C po dobu min.
12 hodin

2.7 Kontrola kvality izolované DNA

2.7.1 Princip elektroforetické separace na agar6zovém gel

Kontrola kvality DNA probihd pomoci elektroforetiekseparace na
agarézovém gelu sijplavkem ethidium bromidu. DNA se separuje
elektroforeticky na zaklad svého naboje a molekularni hmotnosti.
Délka doby elektroforetické separace je zavislgpozdadované délce
drahy migrace, protékajicim elektrickém proudu,7vEm elektrofore-
tickém pufru a na koncentraci agardzy v gelu.

Ethidium bromid se navaze na DNA & excitaci UV zdéenim vyzau

je oranzové fluoresceéni z&eni.

2.7.2 Priprava 0,8% agar6zového gelu

Potebné mnozstvi TAE pufru se te@li na pracovni koncentraci
(z&sobni roztok 50x TAE se imali neionizovanou vodou v pém
1:50). Takto ngedény pufr Ize uchovavat maximari4 dni. Podle po-
¢tu vzorki se gipravi navazka agardzy. Objem pufru, navadzka agar6z
a objem ethidia bromidu v zavislosti na velikostimhy pro gel podle
poctu vzorki je uveden v Tabulce 3.
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Tabulka 3. MnozZstvi komponent agar6zového gelu jeaoit’tu vzorki

pufr koncentrace agaréza [g] ethidium | pocet vzor-
1IX TAE | gelu [wn] | 29 9 bromid [uI] kit

70 0,8% 0,56 0,7 1-36

240 0,8% 1,92 2,4 vice nez 36

Postup @Fipravy gelu:

. na analytickych vahach se navazi na vazendelpuo
mnozstvi agarézy

. navazena agaroza sepede do Erlenmayerovyiky a
zalije se paebnym objemem 1x TAE pufru

. baika s pufrem a agar6zou se umisti n&mjdalir mikro
vinné trouby, nastavi se stuipehievu (nejvyssi pro 240 ml
gelu, stedni pro 70 ml gelu) &s 2 -3 minuty; v pifbéhu
zaltivani agarozy jeféba roztok skolikrat krouzivym po
hybem promichat; jedba dbat na to, aby var nebyl skryty
a agardza nevzkyla a nevydfikla mimo baiku

. ohrev se ukodi po cca 1 mindtvaru, baka se vyjme
z mikrovinné trouby a opatérse jeji obsah krouzivym po
hybem jest jednou promicha

. baika se postavi na elektromagnetickou mékia
v digestdi a vlozi se do ni michadélko

. béhem michéni agar6zového gelu gpmavi forma na gel
s Kebinkem pro vytvieni nanaSecich jamek v gelu

. kdyz teplota roztoku v Ii@e klesne na cca 60°C (b Ize
udrzet v ruce), iida se k roztoku agarézy pozadovany ob
jem ethidia bromidu a roztok se nechagesta 1 minutu
michat

. michadélko se z ki&y vyjme pomoci magnetu a jé3tor
ky tekuty roztok agardzy se nalije do formy nh@@echa
se vychladnout, takze dojde ke gelifikaci
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(cca 30 — 45 minut); j¢d¢ba dbat na to, aby po naliti do for
my neZistaly v gelu bublinky vzduchu

. po vychladnuti a ztuhnuti gelu se opatvgjme hrebinek,
v gelu Zistanou jamky pro nanaseni vzork

Postup nanaseni vzorkna gel:

. z roztoku izolované DNA se odeberou 3 pl, k ninpsda
7 ul sterilni deionizované vody a 3 ul 6x Loadibyge So
lution, kazdy vzorek se promicha 2x protazenink&u
pipety

. pripraveny elektroforeticky gel se vlozi do elektnafticke
vany a pevrstvi se (cca5 mm) 1 x TAE pufrem

. do prvni a posledni drahy se nanese 6 pl délkostdrmar
du DNA Ladder HIND Il

. do dalSich drah se nanaSi vzdy 13 ul kazdého uzork

. po ukorteni nanaseni vzoikse elektroforeticka vana uza
vie vikem a nastavi se hodnota elektrickéhasthago 0,8
% agardzovy gel — 30V

. elektroforéza probiha cca 60 — 90 minut

. po ukorteni elektroforézy se gel vyjme i s formou z vany a
pienese se k fotodokumenitému zdizeni se zdrojem UV
z&eni

2.7.3 Vizualizace DNA po elektroforetické separaci

Vizualizace DNA po elektroforetické separaci pr@ih pomoci UV
z&eni. Hledany produkt se v UV &le vizualizuje v podob sviticiho
prouzku, podle srovnani pozice tohoto prouzku sgb&NA fragmen-
ta délkového standardu je pakiana délka produktu a stupgeho de-
gradace.
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2.8 High resolution melting (HRM)

2.8.1 Priprava pracovniho prostoru

Otfou se pracovni plochy a pipetgrstw piipravenym 20% roztokem
SAVA, otiou se pracovni plochy a pipety 70% roztokem etanddu
vhodné vystavit pracovni plochu germicidnimuerda UV lampy po
dobu minimalg 15 minut.

2.8.2 Priprava chemikalii

VSechny roztoky, uchovavané v mrazaku, ssdpm musi rozmrazit —
bud’ pii laboratorni teplat (v tomto gipad® se musi ukatit rozmrazo-
vani ihned po rozpui posledniho tuhého kusu) nebo v lednici/na
ledu. Obsah zkumavky se promicha jejifayracenim a kratkym vorte-
xovanim a kratce se vSechny poloZzky centrifugujstodni minicentri-
fuze.

Kontrola chemikalii pro HRM:
1. Ultra Pure HO pro PCR
2. MeltDoctor™ MasterMix

3.  Syntetické oligonukleotidy (Tabulka 4)
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Tabulka 4. Pouzité oligonukleotidové sekvence (peity)

nukleotidova sekvence
nazev primery velikost produktu (bp)
(5°-3)
6 GAACTCTGCTCGGAGAC-
COI-F GAC
134 bp
COI-R® AGCACCAATTATTAGGG-
GAAC
lec118-F GTGACCTCCTCGGGAA-
AGTT 118 bp
lec118-R CGGTTTCTTTGTCCCAAATG

2.8.3 Pracovni postup pro HRM

Analyzy HRM probih& ve dvou krocich. Nejprve musjidamplifikaci
cilovych sekvenci DNA. V tomto prvnim kroku nedozh& meieni
fluorescence, ale je nezbytmutny pro moznost HRM analyzy.
V druhém kroku (vlastni steni HRM) dochazi k zaznamu 2mfluo-
rescekniho signalu Bhem zahivani produki amplifikacni reakce,
piipravenych v pedchozim kroku. Oba kroky jsou od sebe deidé a
pred@ipravené amplifikani produkty |ze po kratSi dobu (ide&lmaxi-
malné 24h) uchovavatip cca +4 °C, pipadré po delSi dobu (&sice)
pii cca -20 °C, v obouifpadech je nutné uchovavat vzorky v temnu.

Pro analyzu fitomnosti so6ji v mlénych vyrobcich jsou v této metodice
uvedeny 2 primerové pary.

Prvni primerovy par pro amplifikaci useku DNA haiho genu pro
podjednotku 1 cytochrom oxidazy (primery COI) slbjgko kontrola
piitomnosti DNA v analyzovaném vzorku a také preéremi jeji funk-
nosti @i PCR. Je dekdvany pozitivni vysledek amplifikace s pouzitim
tohoto primerového paru ipac, Ze analyzovana DNA byla extraho-
vana z potravingkého produktu, ktery obsahuje alesgh5% krav-
skeho mlékai jineého produktu (smetana, syr apod.), ktery j@lzoto
mléka vyroben.
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Druhy primerovy par slouzi k amplifikaci iseku DNKtery je speci-
ficky pro séju. Pozitivni vysledek zdia Ze analyzovany vzorek obsa-
huje DNA sdji, negativni vysledek znamen@, Ze ve@8lA soji neob-
sahuje. Z dvodu spolehlivého vyhodnoceni je poZzadovano, abiHR
analyza byla provedena minimalne 3 opakovanich pro kazdy vzorek.

2.8.3.1. Krok amplifikace

pozadované mnoZzstvi komponentipbné pro PCR se ne
chéa roztat, jemhse promicha a kratce centrifuguje; chemi
kalie se udrzuji na leduigeplot 1 — 4 °C

do 1,5 ml mikrozkumavky pro MasterMix se pipefeqi
notlivé slozky MasterMixu (Tabulka 5)

pripraveny MasterMix setkladns, ale jemi promicha
pomoci vortexu a pipetuje se do 96 jamkové degti

do 96 jamkové desky se k 15 pl MasterMixuija 5 pl
templatové DNA

desttka se stéi na centrifuze po dobu 1 min

desttka se vzorky se vlozi ddigtroje StepOnePlus Real-
Time PCR System a po nastaveni teplotniho profilu
(Tabulka 6) seifstroj spusti

Tabulka 5. SloZeni reatni snési pro amplifikaci DNA pro HRM analyzu

1o : finalni koncen-
. koncentrace z§-objem do jedné .
slozka sobniho roztoku reakce [ul] trace v reaini
H SMesi
- 3’8 -
primer F 10 uM 0,6 300 nM
primer R 10 uM 0,6 300 nM
Melt Doctor™ 2X 10,0 1x
roztok DNA maximalrgé 40 5,0 -
ng/ul
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Tabulka 6. Teplotni profil amplifikace DNA pro HRMinalyzu

Teplota [°C] | Cas [s] Pdet cykki
95 600 1
95 15
40
60 60
2.8.3.2. Krok HRM analyzy
. po prokhnuti amplifika&ni ¢asti analyzy se degka

Z pistroje vynda a st se na centrifuze po dobu 1 min

. desttka se vlozi z§t do gistroje StepOnePlus Real-Time

PCR System, nastavi se typ experimentu ,Melv€ur
detekce cilové sekvence ,Melt Doctor", zruShegeni

pasivni reference (oz¥eni ,None") a po nastaveni teplot

niho profilu (Tabulka 7) sefistroj spusti

Tepota () | Cas(s) | /oSt zreny [Weten fuores
95 15 100% -
60 60 0,3% ano
95 15 100% -
60 15 - -

Tabulka 7. Teplotni profil HRM
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2.8.4. Vyhodnoceni HRM

HRM analyza se provadi s pouzitim¢fiacoveho programu High Re-
solution Melt Software (Applied Biosystems, CaridbaUSA).
V uvedeném programu se ofevsoubor s vysledky &eni HRM a ne-
cha se prokhnout HRM analyza. Program vyhodnoti teplotni pyofi
kiivek tani a rotadi je do klastr na zaklad jejich podobnosti/
rozdilnosti. Pro analyzu je vhodné mit k Sadorka pritazeny takeé

refererni vzorky — v tomto fipact n¢jaky vzorek DNA séji a oste-
ného mléného vyrobku, ktery séju neobsahuje.

2.9 Analyza piritomnost RoundUp Ready soji MON-40-3-2

2.9.1 Hiprava pracovniho prostoru

Otfou se pracovni plochy a pipetgrstw piipravenym 20% roztokem
SAVA, otiou se pracovni plochy a pipety 70% roztokem etanddu
vhodné vystavit pracovni plochu germicidnimuerda UV lampy po
dobu minimalg 15 minut.

2.9.2 Priprava chemikalii

VSechny roztoky, uchovavané v mrazaku, ssdpm musi rozmrazit —
bud’ pii laboratorni teplat (v tomto gipadt se musi ukatit rozmrazo-
vani ihned po rozpui posledniho tuhého kusu) nebo v lednici/na
ledu. Obsah zkumavky se promicha jejirayracenim a kratkym vorte-
xovanim a kratce se vSechny poloZzky centrifugujstodni minicentri-
fuze.

Kontrola chemikalii pro detekci GM s6ji MON-40-3-2:
1. Ultra Pure HO pro PCR

2.  Syntetické oligonukleotidy (Tabulka 8)
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3. 10x PCR Gold pufr — vyjmout z mrazéaku, rozmraamistit do
ledu, ged pouzitim promichat vortexem a ihned lehceista
centrifuze

4.  MgChkpro ApliTaqGold — vyjmout z mrazaku, rozmrazit, stiti
do ledu, ped pouzitim promichat vortexem a ihned lehceisto
na centrifuze

5. Smes 10mM dNTP — vyjmout z mrazaku, rozmrazit, umidot
ledu, ged pouzitim promichat vortexem a ihned lehceistma
centrifuze

6. AmpliTagGold Polymeraza — vyjmout z mrazakare pred pou-
Zitim, lehce stéit na centrifuze, umistit do ledu

Tabulka 8. Pouzité oligonukleotidové sekvence (peity)

nazev primeq nukleotidova sekvence (5'
ru 3)

MON-40-3-2| TGATGTGATATCTC-
-F’ CACTGAC

MON-40-3-2| TGTATCCCTTGAGCCAT-
R’ GTTGT

velikost produktu (bp)

172 bp

2.9.3 Pracovni postup pro detekci GM soji MON-40-3-2 metdou

PCR

Detekce GM so6ji MON-40-3-2 probihd metodou klasicRER

s detekci dekadvaného produktu na 2% agar6zovém gelu. Pozitivni
reakce poskytne produkt o délce 172 bp. Préreni spravné funk
nosti PCR je nezbytné k analyzovanym vZmonkzaadit vhodny pozi-
tivni referegni material, nap certifikované referemi materialy
IRMM-410S-0 (0% RR séja), IRMM-410S-1 (0,1% RR 9@ARMM
-410S-3 (1% RR sgja).
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Pro zajis¢ni dostaténé spolehlivosti je vhodné provést analyzu ve
dvou nezavislych opakovanich pro kazdy vzorek.

pozadované mnoZstvi komponentipbné pro PCR se ne
chéa roztat, jemhse promicha a kratce centrifuguje; chemi
kalie se udrzuji na leduigeplog 1 — 4 °C

do 1,5 ml mikrozkumavky pro MasterMix se pipefeji
notlivé slozky MasterMixu (Tabulka 9)

pripraveny MasterMix setkladns, ale jemi promicha
pomoci vortexu a pipetuje se do 0,2 ml tenkasfch mik
rozkumavek pro PCR

k 20 ul MasterMixu seifa 5 pl templatové DNA
mikrozkumavky se st na stolni centrifuze

mikrozkumavky se vloZi doifstroje Mastercycler® nexus
gradient a po nastaveni teplotniho profilu (T&aulO) se
pristroj spusti

Tabulka 9. SloZeni reatni sn¥si pro amplifikaci MON-40-3-2 metodou PCR

. koncentrace zasob- objem do jedné | finalni koncentrace
slozka . P
niho roztoku reakce [ul] v reakéni snesi
HO - 12,8 -
10x PCR Gold puf 10x 2,5 1x
MgCl, 25 mM 3 3mM
dNTP 10 mM 0,5 0,2 mM
primer F 10 uM 0,5 200 nM
primer R 10 uM 0,5 200 nM
AmpllTaqgoId 5U/ l 0.2 i
Polymeraza
roztok DNA maximalré 20 ng/ 50 -
pl '
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Tabulka 10. Teplotni profil pro amplifikaci MON-4(-2 metodou PCR

Teplota [°C] Cas [s] Poset cykli
95 720 1
95 30
60 60 40
72 25
72 180

2.9.4. Vyhodnoceni detekce GM s0ji MON-40-3-2 metod PCR

2.9.4.1

Priprava 2% agar6zového gelu

Pottebné mnozstvi TAE pufru se ireali na pracovni koncentraci
(z&sobni roztok 50x TAE se imali neionizovanou vodou v péno
1:50). Takto ngedény pufr Ize uchovavat maximainl4 dni. Podle
poctu vzorki se fFipravi navazka agardzy. Objem pufru, navazka aga-
rézy a objem ethidia bromidu v zavislosti na vesittdormy pro gel
podle p&tu vzorki je uveden v Tabulce 11.

Tabulka 11. MnoZstvi komponent agar6zového gelulpgattu vzorki

pufr . - . i
1x TAE konlcent;ace agaréza [g] bethlq(;umI pocelzovzor

] gelu [wiv] romid [ul] il

70 2% 1.4 0,7 1-36

240 2% 4,8 2,4 vice nez 36
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Postup gipravy gelu:

. na analytickych vahach se navazi na vazenceelpod
mnoZstvi agarozy

. navazena agar6za seéepede do Erlenmayerovy ey a
zalije se paebnym objemem 1x TAE pufru

. baika s pufrem a agar6zou se umisti na&mjataliic mik
rovinné trouby, nastavi se stupahrevu (nejvyssi pro 240
ml gelu, stedni pro 70 ml gelu) &as 2 -3 minuty;
v pribéhu zaliivani agarézy jeieéba roztok wekolikrat
krouzivym pohybem promichat; jéeba dbéat na to, aby
var nebyl skryty a agar6za nevzkiga nevydikla mimo
baiku

. ohtev se ukodi po cca 1 minut varu, baéka se vyjme
z mikrovinné trouby a opaténse jeji obsah krouzZivym
pohybem je&tjednou promicha

. batka se postavi na elektromagnetickou méka
v digestdi a vliozi se do ni michadélko

. béhem michani agarézového gelu $pmavi forma na gel
s Hebinkem pro vytvieni nanasecich jamek v gelu

. kdyz teplota roztoku v li@e klesne na cca 60 °C (ha
Ize udrzet v ruce),imla se k roztoku agardzy pozadovany
objem ethidia bromidu a roztok se nechégesta 1 minu
tu michat

. michadélko se z By vyjme pomoci magnetu a jédtor
ky tekuty roztok agardzy se nalije do formy na @elecha
se vychladnout, takze dojde ke gelifikaci (cca=385 mi
nut); je teba dbat na to, aby po naliti do formy isaly
v gelu bublinky vzduchu

. po vychladnuti a ztuhnuti gelu se opatmyjme Hebinek,
v gelu Zistanou jamky pro nanaseni vzork

Postup nanaseni vzorkna gel:

. Do mikrozkumavky s redki snesi se pidaji 3 pl 6x
Loading Dye Solution, vzorek se promicha hax pro
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taZenim Sgkou pipety)

. pripraveny elektroforeticky gel se vlozi do elektnafc
ké vany a pevrstvi se (cca 5 mm) 1 x TAE pufrem

. do prvni a posledni drahy se nanesou 4 pl délkogéo
dardu GeneRuler 100 bp DNA Ladder

. do dalSich drah se nanasi vzdy 25 ul kazdého uzork

. po ukorgeni nanaseni vzoikse elektroforeticka vana uza
vie vikem a nastavi se hodnota elektrickéhodtigpo 2
% agarozovy gel — 60V

. elektroforéza probiha cca 60 — 90 minut

. po ukorgeni elektroforézy se gel vyjme i s formou z vany a
pienese se k fotodokumetitdmu za&izeni se zdrojem UV
z&eni

2.9.4.2  Vizualizace DNA po elektroforetické separaci

Vizualizace DNA po elektroforetické separaci pr@ih pomoci UV
z&eni. Hledany produkt se v UV &le vizualizuje v podob sviticiho

prouzku o délce 172 bp podle srovnani s pouzitytkodgm standar-
dem.

2.10 Riklad HRM analyzy
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Podle této metodiky byla analyzovdna DNA vZgrkuvedenych
v Tabulce 1. Prvnim krokem byla amplifikace a HRMakza
s pouzitim primar COIl. Grafy teplotnich profil amplifikacnich pro-
dukt s pouzitim primar COIl jsou uvedeny na Obrazku 1.

Z obrazku je patrné rozkéni vzorki do 2 skupin (viz barevné odliSeni
— modra acervena-fialova) podle charakteristikyivky teploty tani
jejich amplifikatnich produki. Tieti skupinu tvély vzorky bez ampli-
fikacniho produktu (na obrazku ozfeno hrgdou barvou).

V Tabulce 12 jsou uvedeny teploty tani amplifikech produki a pi-
fazeni vzorku do dané skupiny na zakl&tRM analyzy. Jako pozitiv-
ni a negativni referéni material (6ekavany vysledek podle pouzitych
primert) byla ke vzorkm zaazena DNA soji a kukice, pro kontrolu
kontaminace reaki sntsi byla ke vzorkm zaazena MasterMixova
kontrola (CTRL NEG).
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Tabulka 12. Teploty tani amplifikénich produkii s pouzitim primeé COI, zaazeni do skupin dle HRM

analyzy
Oznaeni Popis vyrobku Teplota tani — HRM  Skupina dle
vyrobku [°C] HRM analyzy
kukutice - - 3
séja - - 3
A séjovy kysany napoj 76,1 1
B sOjovy dezert — vanilka 76,1 1
C Krajanka — vajény likér 76,0 1
D pribin&ek kakaovy 75,9 1
E tvarohovy jogurtovy dezert 76,1 1
F Pacholik 76,0 1
G Cottage syr 76,0 1
H jogurt bily 76,0 1
I Cavalier 75,2 2
J jogurt s jahodovou slozkqu 75,9 1
K Florian 75,5 2
L kefir 76,1 1
M détska kasSe 76,0 1
CTRL NEG - - 3
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Obréazek 2. Teplotni profily amplifikénich produkii s pouzitim Lec118 primér
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Metoda HRM s pouzitim primérLec118 rozdlila na zaklad profilt
teplot tani amplifikénich produkl analyzované vzorky do dvou sku-
pin (viz barevné odliSeni — modr&ervend). Skupina ozt@na mode
obsahovala amplifikani produkt, ktery mohl byt analyzovan metodou
HRM, skupina ozn&éenacerveré neobsahovala zadny amplifil
produkt.

Touto analyzou bylo asfeno, Ze analyzované vzorky jsou vyrobeny
z kravského mlékat( odvozenych produkd) a Ze DNA, ktera z nich
byla extrahovana uvedenou metodou CTAB, je vhodugSkteni na
piitomnost sgji v testovanych vyrobcich.

Byla tedy provedena druh#st analyzy vzork podle této metodiky,
amplifikace useku DNA, ktera je specificka pro sajnasledna HRM
analyza amplifikénich produkii s pouZzitim primer Lec118. Grafy
teplotnich profiti amplifikacnich produki s pouzitim primet Lec118

jsou uvedeny na Obrazku 2.

V Tabulce 13 jsou uvedeny teploty tAni ampliikich produkd a -
fazeni vzorku do dané skupiny na zakl&tRM analyzy. Jako pozitiv-
ni a negativni referéni material (6ekdvany vysledek podle pouZzi-
tych primefi) byla ke vzorkm opst za‘azena DNA soji a kukice,
pro kontrolu kontaminace re&aki sntsi byla ke vzorkm za&azena
MasterMixova kontrola (CTRL NEG).
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Tabulka 13. Teploty tani amplifikénich produkti s pouzitim primed Lec118, z#azeni do skupin dle
HRM analyzy

Ozna&eni Popis vyrobku Teplota tani — | Skupina dle
vyrobku HRM [°C] HRM analyzy
kukurice - - 2
soja - 81,1 1
A sojovy kysany napoj 81,0 1
B sojovy dezert — vanilka 81,0 1
C Krajanka — vajény likér - 2
D pribin&ek kakaovy - 2
E tvarohovy jogurtovy - 2
dezert
F Pacholik - 2
G Cottage syr - 2
H jogurt bily - 2
I Cavalier - 2
J jogurt s jahodovou sloz- - 2
kou
K Florian - 2
L kefir - 2
M détska kase - 2
CTRL NEG - - 2

Vysledky této HRM analyzy prokazalyfippmnost DNA soji pouze
v pozitivnim referetinim materialu a ve vzorcich A a B, které ovSem
s6ju ve svém slozeni deklarovaly na obalu vyrobkoalyzou bylo
tedy prokdzano, Ze zadny z vy®stanych vzork neobsahoval soju, a
z tohoto hlediska je slozeni vyrobku, uvedené naligbv souladu

s laboratornimi vysledky. 29



2.11 Fiklad detekce GM soji MON-40-3-2 metodou PCR

Podle vysledk HRM analyzy byla séja zachycena ve dvou testova-
nych vyrobcich — ve vzorku A (sojovy kysany napajye vzorku B
(s6jovy dezert — vanilka). Proto bylo &chto vzorki provedeno vySet-
feni na pitomnost GM s6ji MON-40-3-2 podle uvé&té metodiky.

Podle uvedenéhoi@dpisu byla fipravena a provedena PCR reakce,
jako referefni material byly pouzity certifikované IRMM standgr
IRMM-410S-0 (0% RR soOja, deklarovany obsah GMO 80,
IRMM-410S-1 (0,1% RR s6ja) a IRMM-410S-3 (1% RRa&0j

Na Obrazku 3 je uvedena vizualizace 2% agar6zogého Z obrazku
je patrné, Ze pozitivni signal byl ve foknsviticiho prouzku DNA o
délce 172 bp zaznamenan pouze u pozitivhich refefeim materiél,
vysledek zkouSky byl pro analyzované vzorky negutiv

Obrazek 3. Vizualizace 2% agardzového gelu po afikplci specifického DNA fragmentu GM sdji
MON-40-3-2.

M=délkovy standard GeneRuler 100 bp DNA Ladder; %HR; 2=0,1%RR; 3=1%
RR; 4=vz. A-1; 5=vz. A-2; 6=vz. B-1; 7=vz. B-2; 8dmk’ni kontrola; 9=kontrola
MasterMixu; 10=kontrola MasterMixu-otégna po celou dobu pipetovani
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2.12 Zakr

Byla predstavena metodika analyzy gmgch vyrobki a jejich soéjo-
vych analo§ na gitomnost séji metodou HRM a detekce GM sgji
RoundUp Ready (MON-40-3-2) v ndléych vyrobcich metodou kla-
sické PCR. Naifikladu byl gehled demonstrovan postup analyzy a
jeji vyhodnoceni.

Informace o konkrétnimifstrojovém a materialnim vybaveni se poda-
va pouze jako sluzba uZivateli této metodiky, jeZm®vyuzit i materi-

al jinych dodavatdl za gedpokladu, Ze se dosahne shodnych vysled-
k.

V pripact neshody jefeba metodu pro dané&igtrojové a materialni
vybaveni optimalizovat.

3 Srovnani novosti postup

Predkladana metodika poprvé&egstavuje o¥feny postup extrakce
DNA z raznych druti ml&nych vyrobkKi.

Cilem metodiky je pak analyzyipomnosti sgji v&hto mi€nych vy-
robcich. Za timto &elem poprvé fedstavuje metodu HRM. Pro vyuZzi-
ti HRM analyzy zavadi dvoji kombinaci pringerprimery COI, které
byly publikovany ve ¥deckém tisku (pouziti pro SYBR Green real-
time PCR detekci kravského mléka v pravé mozzaktbra ma byt
vyrobena z mléka vodnich buwdla primery Lec118, které byly vyvi-
nuty pro tuto metodiku a které amplifikuji kratkgak cilové DNA,
coz umo#uje jejich pouziti v potravinovych vyrobcich, ktepéosly
procesem vyznamného technologického zpracovanit.(napazné
zmeny teploty, tlaku, pH), a obsahuji veit$i mie degradovanou
DNA. Souasré byla u primeli owiena jejich specifita pro cilovou
DNA, aby ges kratky usek amplifikované DNA nedochazelo kale
pozitivnim vysledkm.
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Dale je v metodice uveden optimalizovany postupekit GM sgji
MON-40-3-2 metodou klasické PCRo této doby nebyla publikovana
zadna metodika zabyvajici se vygaim gitomnosti s6ji v mlénych vy-
robcich uvedenymi molekul&f+biologickymi metodami.

4 Popis uplatréni certifikované metodiky

Metodika analyzy miénych vyrobk: a jejich s6jovych analdgna Fi-
tomnost RoundUp Ready séji poskytuje postup - diatiokou analy-
zu pritomnosti soji v mlénych vyrobcich, kde neni deklarovana.

Nedeklarované pouziti s¢ji v ndiéych vyrobcich zvyhatlje nepocti-
vého vyrobce a navic ie na zdravi ohrozit konzumenty s alergii na
s6ju. Metodiku mohou vyuzivat statni Gtvary, zaljpiase kontrolou
pravosti potravin a jejich falSovanim, déale je vhadgro producenty a
vyrobce mlénych vyrobd@, pro miékarenské provozy a podob., kde
muze byt vyuZita pro kontrolu dodavanych surovin ngdd@® sowéast
kvalitativni vystupni kontroly. Dale je metodikacana vSem kontrol-
nim laboratéim statni spravy a privatnim labor#ta, které provagi
analyzy potravin (%. ml&nych vyrobki) na gitomnost GMO.

5 Ekonomické aspekty

Pro zavedeni metodiky do portfolia analytické labae vyuZzivajici tech-
niky molekularni biologie jeréba pditat s cenou peéebnych chemikalii a
pofizenim refereénich material. Fristrojové vybaveni neni do dalSiho
propcaitu nakladi na zavedeni metodiky zahrnuto.

Naklady na zavedeni metody jsou cca 20 tis. Kpripadt pouziti meto-
diky pro komeéni (ely by mohl byt zisk z kazdé analyzy cca 609 K
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(pti nastavené ceén800 K¢/analyzu a nékladech na chemikalie a energie
cca 200 K). V kalkulaci nejsou zahrnuty osobni naklady aladk na
adrzbu a opravu ¥&eni.
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Priloha ¢. 1

Priprava roztoka

50 x TAE

Priprava: 242 g TRIS base se rozpusti v 300 ml deionizovarty v
piida se 100 ml roztokd. 3 (EDTA 0,5M) a 57,1 ml ledové kyseliny
octové, dopini se do 1000 ml deionizovanou vodoypravi pH = 8,5.
Autoklavuje se fi 121 °C po dobu 15 minut. Roztok je pouzitelny 6
mesial, uchovava se v chladftie, po 3 misicich se autoklavuje.

CTAB Extrak éni pufr

Priprava: 10 g CTAB k¢. Sigma 52365, 41,0 g NaCl, 7,875 g TRIS-
HCl a 3,75 g NgEDTA se rozpusti v 250 ml sterilni deionizované vo-
dy, 1M roztokem NaOH nebo HCI se upravi pH roztolupH = 8,
dopIni se do 500 ml a autoklavujé @21 °C. Roztok se uchovava v
chladntce @i 4 °C maximalg 6 mésiai.

CTAB Precipitaéni pufr

Priprava: 2,5 g CTAB a 1,25 g NaCl se rozpusti v sterilni 2dQiei-
onizované vody, doplini se do 500 ml a autoklavaj@gis121 °C. Roz-
tok se uchovava v chladize @i 4 °C maximald 6 mesiai.

Délkovy standard DNA Ladder HIND III

Priprava: v mikrozkumavce se smisi 4@0Ladder HIND IIl, 100l
6x Loading Dye Solution a 40d vody PCR Ultra HO. Promichame
Spikkou mikropipety. Mikrozkumavku umistime v mistnosdt ter-
mobloku a zafivame i teplot 60 °C po dobu 5 min.

Délkovy standard DNA Gene Ruler 100bp

Priprava: v mikrozkumavce se smisi 1@0délkového standardu
GeneRuler 100bp, 100 6x Loading Dye Solution a 40d vody PCR
Ultra H,O. Po promichéni vortexem se délkovy standard uhow
chladntce @i 4 °C.
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EDTA 0,5M

Priprava: 93,05 g NaEDTA.2H,0 se rozpusti v 300 ml deionizova-
né vody na magnetické mictte, [Fida se cca 10 g NaOH.a se pH
roztoku, pokud se jeho hodnota neblizi pH =8se nerozpusti. Auto-
klavuje se p 121 °C po dobu 15 minut. Roztok je pouZitelny &sin
ci, uchovava se v chladiftie, po 3 misicich se autoklavuje.

Ethanol cca 70%
Priprava: 70 ml absolut ethanolu (98%) se smicha s 30 minisie
vane sterilni vody. Roztok je pouzitelny 12sial.

Nanaseci pufr s indikatory
Priprava: 1 dil nanaSeciho pufru 6 x Loading Dye Solutiorsisgcha
se 2 dily PCR Ultra 0. Uchovava se v chladiue @i 4 °C.

Proteinaza K (20mg/ml)

Priprava: 20 mg Proteinasy K se rozpusti v 1 ml sterilni vadypzpi-
petuje do alikval po 200ul. Uchovava se v mrazakuip20 °C po
dobu 6 ngsial.

RNaza(10mg/ml)

Priprava: 10 mg RNAsy A se rozpusti v 1 ml deionizované bieri
vody. Rozpipetuje se do alikwopo 200ul. Zbytky RNA se odstrani
zahratim roztoku v termoblokuip95 °C po dobu 60min. Uchovava se
v mrazéku pi -20°C po dobu 6 gsiqi.

TRIS-HCI, 1M

Priprava: 60,55 g TRIS- base se rozpusti v 350 ml neionizéwan
dy, piida se 21 ml HCI, aby pH roztoku = 8 a doplni szilsti deioni-
zovanou vodou do 500ml. Autoklavuje se 121 °C. Roztok je pouZzi-
telny min.6 ngsial. Po 3 ndsicich se autoklavuje.
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NaOH, 1M
Priprava: 4 g NaOH se rozpusti v 100 ml neionizované stevitraly a

autoklavuje seip 121 °C. Roztok je pouzitelny 12&sici. Po 3 ndsi-
cich se autoklavuije.
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