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Metodika pro diagnostiku pritomnosti brusinky a klikvy ve
zpracovanych produktech pomoci molekularnich SSR markeru

Piedmétem metodiky je postup pro diagnostiku pfitomnosti brusinky (Vaccinium vitis-
ideae L.) aklikvy (Vaccinum macrocarpon L.) ve zpracovanych produktech, naptiklad v ¢ajich,
nebo v ovocnych slozkach tady dalSich potravinaiskych vyrobkl (dzemy, rosoly, protlaky).
Metodika vychazi z faktu, ze primarni struktura DNA je typicka pro kazdy rostlinny druh. Byly
proto vyuzity molekularni DNA markery, které charakterizuji dany rostlinny druh délkovou
variabilitou mikrosatelitd (SSR- Single Sequence Repeats). Metodika popisuje extrakci DNA
Z ptredpokladané matrice, dale sekvence a pouziti vybranych SSR markerdt a postup
vyhodnoceni analytickych dat. Metodu lze pouziti v bézn¢ vybavené molekularné-genetické
laboratofi. Metoda je pouZzitelna pro charakterizaci DNA izolované z jakékoliv ¢asti rostliny,
plodt a z nich odvozenych potravin ¢i potravnich doplnkt. Popisuje postup a potiebné vybaveni
pro provedeni analyzy. Doporucuje zptisob hodnoceni vysledk.

Method for differentiating cranberries and cranberries in
processed products

The subject of the methodology is a procedure for diagnosing the presence of
lingonberries (Vaccinium vitis-ideae L.) and cranberries (Vaccinum macrocarpon L.) in
processed products such as tea or fruit ingredients of many food products (jams, jelly, purree,
tea). The methodology exploit DNA sequences that are typical for each plant species. Thus,
molecular DNA markers that characterize the plant species by SSRs (single sequence repeats)
are used. The methodology describes the extraction of DNA from the assumed matrix, the use
of selected SSR markers and the analytical data evaluation procedure. The method can be used
in any solid equipped molecular-genetic laboratory. The method is applicable for the
characterization of DNA isolated from any part of the plant, fruit, and derived food or food
supplements. Method describes the procedure and necessary equipment to perform the analysis.
Protocol recommends how to evaluate the results.

Oponenti: prof. Ing. Kartefina Demnerova, CSc., VSCHT Praha

Mgr. Lenka BartoSova, PhD., SZPI Brno

Statni zeméedélska a potravinaiska inspekce Brno vydala 7.12.2017 Osvédceni ¢.4/2017
a metodika byla schvalena odborem védy, vyzkumu a vzdélavani MZe dne 27.12.2017.
Ministerstvo zem&délstvi doporucuje tuto metodiku pro vyuziti v praxi.
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I.  Cil metodiky

Cilem predlozené metodiky je pfedstavit pro uzivatele postup, kterym Ize
diagnostikovat ptitomnost brusnice brusinky (Vaccinium vitis-ideae L.) a klikvy velkoplodé
(Vaccinum macrocarpon L.) ve zpracovanych produktech a to S vyuzitim znalosti o
polymorfismu DNA. Postup lze pouzit pro kontrolu vstupnich surovin V potravinaiskych
vyrobnich provozech nebo pro kontrolu pravosti vyrobki na trhu (druhové deklarace)
dozorovymi organy statni spravy. Uzivatel je seznamen s principy metody, laboratornim

postupem i hodnocenim vysledkii.

1. Vlastni popis metodiky

1. Uvod

Potraviny se fal$uji odedavna a falSovani potravin souvisi s jejich prodejem (Cizkova et
al. 2010). Obvykle se zameénuji drazsi slozky za levngjsi. Jednim z ptikladl je zaména brusnice
brusinky (Vaccinium vitis-ideae L.) za klikvu velkoplodou (Vaccinum macrocarpon L.). Klikva
velkoploda se obvykle péstuje prumyslové a vyrabi se z ni fada potravnich dopliki, dzemy,
rosoly, dzusy. V CR jsou ¢asto nespravné oznaéované jako brusinky. Smési obou druhti byly
nalezeny v dzemech oznacované jako brusinkové. Navic slozeni plodt obou druhii je odlisné
a byly zjistény odlisné G¢inky na zdravi ¢loveéka vzhledem k odlisnému obsahu zdravi
prospésnych latek (Li et al., 2004, Rimando et al. 2006). Proto je nezbytné zavést metodu
kontroly pro odliseni obou druhil.

Pro jednoznacnou identifikaci obou druhti jsme vyvinuli postup zalozeny na analyze
DNA s vyuzitim délkového polymorfismus kratkych opakujicich se sekvenci (SSR- Single
Sequence Repeats), které jsou soucasti kazdého genomu. Délkova variabilita SSR odrazi i
genetické rozdily mezi druhy.

Analyza genetické diverzity rostlin obecné vyzaduje metody, které jsou spolehlivé a
reprodukovatelné. Tyto vlastnosti spliiuji DNA markéry. Existuje nékolik typi DNA markéra
vétsSinou zaloZenych na amplifikaci vybranych tsekit DNA (RAPD, SSR, AFLP, EST SSR),
hybridizaci DNA sekvenci (Southernova hybridizace), sekvenovani (podle Sangera, NGS). (Lo
et al. 2018.).  Markerovaci systémy se odliSuji v obsahu a mnozstvi informaci, poctu
vyslednych polymorfismt, stupni automatizace, pracnosti, opakovatelnosti a vysi finan¢nich

nakladi (Curn a Zaludova 2007). Jednotlivé aspekty byly zvaZeny a po jejich vyhodnoceni byla



zvolena, s piihlédnutim k vlastnim experimentalnim vysledkiim, metoda vyuzivajici délkového
polymorfismu kratkych opakujicich se sekvenci tzv. mikrosateliti (SSR zangl.. single
sequence repeats).

Metodika je vysledkem vyzkumu, nové umoziuje odliSit oba druhy v ramci rodu
Vaccinum L. a to z erstvych, suSenych i ze zpracovanych plodi. Nové byl sestaven soubor
SSR primert, ktery umoznuje rozliseni obou druhii ve smésich. V navaznosti na verifikovany
postup izolace DNA z matric zpracovanych produkt (Sovova et al.,submitted) byl validovan

protokol pro jejich vyuziti (Mitrova et al. 2017, in press).

2. Délkovy polymorfismus mikrosatelitu

Mikrosatelity jsou oblasti opakujicich se sekvenci DNA, ve kterych se uréité motivy (v
délce od 2 do 13 part bazi) opakuji, typicky 5-50 krat. Genomy eukaryontt, zejména rostlin,
obsahuji velké mnozstvi takovych repetitivnich DNA sekvenci (Morgante, 1993; Kejnovsky
2009; Li, 2006). Mikrosatelity se vyskytuji v genomu na tisicich mistech a dobfe odrazeji
genetickou odlisnost (Brinkmann et al. 1998). Tyto sekvence maji nejvyznamnéjsi dopad na
velikost genomu (Cermak, 2008). Jejich délkovy polymorfismus lze vyuzit pro analyzu
genetické diverzity a jednoznacné urceni druhové piislusnosti.

Pro charakterizaci délkového polymorfismu mikrosatelitt DNA v genomu pfislusného
druhu (SSR lokus) se obvykle vyuziva amplifikace (namnozeni isekit DNA) piislusné sekvence
béhem polymerazové fetézové reakce (PCR) s vyuzitim unikatnich oligonukleotidd (primert).
Sekvence primerti odpovidé sekvencim DNA, které ohranicuji mikrosatelitni oblast. Dostatecné
purifikovand DNA z analyzovaného organismu, nebo potravinaiské matrice, je opakované
denaturovana, aby doslo k separaci obou fetézci DNA. Reakéni smés se v ramci teplotnich
cykli vzdy po denaturaci ochladi, pficemz dojde K pfipojeni primerd a S vyuzitim Taq
polymerazy se cilovy usek sekvence DNA kopiruje ve fazi oznacované jako prodlouzeni
fetézce. Takto je mozné ziskat dostatecné mnozstvi amplikonti (kopii sekvence nukleotidi) pro
jednotlivé SSR lokusy, které jsou nasledné separovany podle své délky a vizualizovany.
Vizualizace se provadi vice zpisoby, v soucasné dobé je nejvyznamnéjsi a nejrozsirendjsi
vizualizace po separaci fragmentl opatfenych fluorescencni znackou Vv kapilarni elektroforéze.

Vyuziti zakladniho principu metody — amplifikace mikrosatelitnich oblasti bylo
potvrzeno u vice rostlinnych druhi (Rajeev et al. 2005). U kazdého druhu je tfeba nalézt

vhodné mikrosatelitni oblasti a ovéfit jejich druhovou specificitu. Validace pak spociva



V opakovanych analyzach identickych materiali k ovéfeni robustnosti a opakovatelnosti
metody.

3. Zakladni schéma analyzy

P¥iprava analytického vzorku

I1zolace DNA (suché matrice, matrice s obsahem cukri)

Kontrola kvality DNA (elektroforeticky, spektrofotometricky,

amplifikace)

Amplifikace cilovych sekvenci (SSR markery, fluorescencni

znacka)

Separace fragmentu (Kapilarni elektroforéza)

Vyhodnoceni




5. Pfiprava analytického vzorku

Laboratorni vzorek potravin, nebo produktti ¢i surovin, je vzorek uréeny k laboratornim
zkouskam, urceny k zaslani do smluvni laboratofe. Neni pfedmétem této metodiky uvadét
zpusob vzorkovani a pfipravy laboratorniho vzorku. Laboratorni vzorek, musi byt pro
zkousky do laboratote pfedan tak, aby nedoslo k piipadnému ovlivnéni vysledkli zkousek

nevhodnym zachézenim se vzorkem pii skladovani a dopravé.

Z laboratorniho vzorku je v laboratofi po homogenizaci a déleni pfipraven analyticky

vzorek, jehoz hmotnost je minimaln€¢ 100 — 200 mg.

6. lzolace DNA

Pro izolaci kvalitni DNA je mozné pouzit suché plody celé nebo mleté, Caje obsahujici
brusinky, zpracované plody, které jsou soucasti ovocnych slozek potravin, napiiklad v dzusech
nebo rosolech ¢i dzemech. Suchy material je uchovavan v PE zipovych saccich, nebo je zabalen
do alobalu a uchovavan pii teploté -20°C, nebo je ihned v laboratofi zpracovan (je z ngj
izolovana DNA). Vzorky surovin, nebo produktii podléhajicich zkaze musi byt ihned zmrazeny
nebo ihned zpracovany. Pro izolaci nukleovych kyselin v§eobecné je k dispozici nékolik metod,
kde je prvnim krokem naru$eni bunék rostlinného pletiva. Aby tato faze prob&hla tspésné, je
tieba pletivo homogenizovat. To neni tfeba u dzemi, rosold nebo protlakd. Pro rozruSeni bunék
rostlinného pletiva musi byt pouzita n¢jaka forma mechanické sily, napf. drceni matrice

zmrazené tekutym dusikem v tfeci misce.

Pro uvolnéni DNA z bun¢k se obecné pouzivaji lytické pufry, které obsahuji detergenty
(SDS - dodecylsulfat sodny, CTAB cetyltrimetylamonium bromid). Nasledné pouziti
chloroformu s isoamylalkoholem odstrani polysacharidy, proteiny a v organickém rozpoustédle
solubilizujici se latky. Smés lytického pufru a chloroformu je odstfedéna a na rozhrani mezi
fazemi se vytvafi bily prstenec precipitovanych proteind a dalSich sloZek. Horni vodné faze

obsahuje nukleové kyseliny.

Z vodného roztoku je DNA precipitovdna piidanim koncentrované¢ho vymrazeného
etanolu v pfitomnosti soli. Ty je potieba vymyt 75% etanolem. Cista DNA je po vysuseni

rozpusténa ve vode nebo v TA pufru. Doporucuje se odstranit RN4azy.

Z matric, které obsahuji cukry, se tyto musi z matrice odmyt pied zahajenim samotné

izolace DNA ze vzorku.


http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Odstredovani.htm

Pracovni postup analyzy DNA (slozeni roztokt, reagencie a ¢inidla, pfistrojové
vybaveni je uvedeno v ¢asti 10).

A) IZOLACE DNA Z CELYCH A ROZDRCENYCH SUSENYCH PLODU

e navazit 100 — 200 mg homogenizovan¢ho vzorku do 2 ml mikrozkumavky

e piidat 400 pl sterilované deionizované vody, ihned po piidani jednotlivé

vzorky jemn¢ promichat sterilni klickou a ponechat 5 min. rehydratovat

e priidat 1,3 ml predehiatého na 65°C CTAB extrak¢niho pufru a vortexovat

e ptidat 10 ul RNazy A a opatrn€ promichat. Inkubovat 30 min. pfi teploté 65°C
V blokové lazni za stdlého opatrného michani (nebo kazdych 10 min.

promichat pfevracenim mikrozkumavky)

e piidat 10 pl roztoku proteindzy K, jemné promichat a nechat inkubovat 30
min. pfi teploté¢ 65°C za stalého opatrného michéni (nebo kazdych 10 min.

promichat pfevracenim mikrozkumavky)

e centrifugace v odstfedivce 10 min. pii 12000 ot./min.

e pienést po cca 600 pl supernatantu do 2 novych 2 ml mikrozkumavek, ptidat
stejny objem smési chloroform : isoamylalkohol =24 : 1 a cca. 1 minutu silné

trepat

e centrifugace v odstfedivce 15 min. pfi 12000 ot./min. Pfenést horni (vodni)

fazi do nové 2ml mikrozkumavky

e piidat 2 objemy CTAB precipita¢niho pufru

e inkubace 60 min. pii laboratorni teploté bez jakéhokoli michani

e centrifugace v odstiedivce 15 min. pii 12000 ot./min.

e pipetou odstranit supernatant (popf. opatrné vylit) — pelet nemusi byt viditelny

e rozpustit vysraZenou DNA piidanim 450 pl roztoku NaCl a opatrné pipetou

promichat (nebo prevracenim mikrozkumavky)

e piidat 450 pl smési chloroform : isoamylalkohol = 24 : 1 a cca. 1 min.

dukladné michat (tfepat rukou)

e centrifugace v odstfedivce 20 min. pti 12000 ot./min.

e pienést horni vodni fazi do nové 1,5 ml mikrozkumavky

e piidat 0,6 objemu isopropan-2-olu, jemné promichat pifevracenim

mikrozkumavky a nechat inkubovat 20 min. pfi laboratorni teploté¢




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

odstranit supernatant

pridat 500 pl roztoku ethanolu a nékolikrat pfevracenim mikrozkumavky

vvvvvv

CTAB)

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

odstranit supernatant opatrnym vylitim mikrozkumavky

vysusit pelet DNA pfi laboratorni teploté (cca.30min.) a znovu rozpoustét ve

100 pul TE pro PCR pfi teploté 4°C min. 24hodin

B) 1IZOLACE DNA Z MATRIC OBSAHUJICI CUKRY (napt. dzemy, dZusy)

10g dzemu protiepat v 50 ml zkumavce s 30 ml destilované vody

10 minut zahfivat ve vodni lazni na 38°C, za obasného michani

Centrifugovat 5 minut v centrifuze (4500 rpm).

Supernatant dekantovat

Postup je tieba opakovat 3x

Sediment rozettit v tfeci misce v tekutém dusiku a pouzit pro izolaci DNA

podle protokolu.

DNA se izoluje pomoci DNAeasy plant isolation kit (Quiagen, Germany, Kkat.
¢. 69104) nebo jakymkoliv ekvivalentnim postupem na bazi gelové filtrace.

7. Kontrola kvality DNA

Kvalita izolované DNA, ktera je pro dalsi analyzy klicova, se stanovuje separaci na agar6zovém

gelu (fragmentace a hruby odhad kvantity) a spektrofotometricky (kvantita, kvalita, zastoupeni

interferujicich latek).

Pracovni postup kontroly kvality DNA (sloZeni roztok, reagencie a ¢inidla, pfistrojové

vybaveni je uvedeno v ¢asti 10).

Podle poctu vzorki se ptipravi navazka agarozy. Pro objem 70ml 1xTAE je navdzka agardzy

0,56 g a objem piidaného ethidium bromidu 0,7pl.




na analytickych vahach se navazi na vaZzence potiebné mnozstvi agarozy

navazena agardza se prevede do Erlenmayerovy baiiky a zalije se potiebnym

objemem 1 x TAE pufru a v mikrovinné troubé se roztok piivede k varu

banka se postavi na elektromagnetickou michacku a vlozi se do ni
michadélko. Kdyz teplota roztoku v baiice klesne na cca 60°C, pfida se k
roztoku agar6zy pozadovany objem ethidium bromidu a roztok se necha jesté

cca 1 minutu michat

roztok agarozy se nalije do formy na gel ve které je hiebinek a necha se

vychladnout

po vychladnuti a ztuhnuti gelu se opatrné vyjme hiebinek, v gelu ziistanou

jamky pro nanaseni vzorki

Vzorky se na pfipraveny gel nanesou podle nasledujiciho pracovniho postupu:

z roztoku izolované DNA se odebere 1 pl, k ni se pfidd 7 pl sterilni

deionizované vody a 3 ul 6 x Loading Dye Solution

pfipraveny elektroforeticky gel se vlozi do elektroforetické vany a pievrstvi

se (cca5 mm) 1 x TAE pufrem

do prvni a posledni drahy se nanese 6 ul délkového standardu DNA Ladder
HIND Il a do dalSich drah se nanasi vzdy 11 pl kazdého vzorku

elektroforéza probihé cca 60 — 90 minut pii 30 V

po ukonceni elektroforézy se gel vizualizuje pomoci UV zafeni ve
fotodokumentacnim zafizeni. Srovnanim pozice DNA s pozici délkového

standardu je pak ur¢ena délka produktu a stupeni jeho degradace.

Spektrofotometrické méreni koncentrace extrahované DNA

Koncentrace DNA vzorku je méfena spektrofotometrem. Optimalni
koncentrace pro stanoveni je 50 ng/pul. Vyssi koncentrace DNA se fedi TE

pufrem.

Cistota izolované DNA z hlediska kontaminace bilkovinami se ziska
zméfenim poméru absorbanci pii vinovych délkach 260 a 280 nm (Azso/A2so),
pii které maji absorpéni maximum bilkoviny. Hodnota tohoto poméru je

optimalni, pokud se pohybuje v rozmezi 1,7-1,9.
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Vzorky DNA jsou naifedény H>O na pracovni koncentraci 50 ng/ul a pouzity pro dalsi analyzy.

8. Amplifikace cilovych sekvenci — mikrosateliti

Cilova sekvence (SSR) se amplifikuje ze specifického lokusu genomu analyzovaného
materialu pomoci fluorescen¢né znacenych primert (viz. Tab. 3) a Taq polymerazy v cyklické

reakci (PCR). Obvykle se piipravi reakéni smés sestavajici z tzv. mastermixu a cilové DNA.

Mastermix pro SSR reakci je ptipraven z chemikalii, které jsou uvedeny nize. Celkové
je pripraveno mnozstvi, které odpovida predpokladanému poctu analyzovanych vzorki. Pti
vypoctu prislusnych objemi je potieba pocitat také s malou rezervou na ztraty pfi pipetovani.
Po smichani vSech slozek je mastermix distribuovan v objemu 14ul do tenkosténnych
mikrozkumavek a do kazdé z nich je posléze ptidan 1 ul roztoku genomické DNA izolované z
analytického vzorku piislusné matrice (koncentrace 50 ng /ul). Sekvence primert a o¢ekavana

délka produktt jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 1: Popis sloZeni reakéni smési pro amplifikaci SSR lokust pro rozliSeni brusnice brusinky a
klikvy velkoplodé

Komponenty reak¢ni

smési Objem komponent (15ul)
H,0 9,7

Pufr (Biotools) 1.5

MgCl; (15 mM) 0.6

dNTPs (2.5mM) 1

Primer F (5uM) 0,5

Primer R (5uM) 0,5

Poly. 5U/ul 0.2

DNA (50 ng) 1

Mikrozkumavky jsou centrifugovany a umistény do termocykleru Veriti™ Thermal
Cycler nebo jakéhokoliv ekvivalentniho. PCR reakce se sestava z nékolika kroki a opakuje se
35x (viz Tabulka 2):
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Tabulka 2.: Teplotni profil PCR reakce

krok Teplota (°c) Cas (s)
Inicialni denaturace 95 300
Cykilus:

- Denaturace 95 30

- Nasedani primert 60 30s

- Elongace fetézce 72 40
Opakuje se 35x
Ukonceni ptepisu 72 300
Uchovani 10 v cykleru pies noc

-20 do dalsiho zpracovani

Tabulka ¢.3: Pichled analyzovanych SSR lokust, sekvence primeri specifickych pro jednotlivé
lokusy, délka amplifikovaného fragmentu (D) u brusnice brusinky Dy a klikvy Dy

Nazev SSR . o ser
lokusu Sekvence primert (5°-3") Dy (pb) | Dk (pb)
F: FAM'-GAGAGGGTTTCGAGGAGGAG
CA2Z3 | R AGAAACGGGACTGTGAGACG 164 | 155
F: FAM-GTGATTAGTGGAGGGTTTTGC
CAIB9 | k. ATCGAAGCGAAGGTCAAAGA 116 | 113

* - pouzity fluorogen (FAM: 6-karboxyfluorescein)

9. Separace fragmentu

Pro rozliseni obou druhti jsou analyzovany PCR produkty celkem dvou mikrosatelitnich lokust.
Produkty amplifikace jsou separovany pro stanoveni jejich délky elektroforeticky metodou
kapilarni elektroforézy na pfistroji ABI PRISM 3130 (ThermoFisher, Applied Biosystems

USA) nebo jakymkoliv ekvivalentnim pfistrojem.

Vzorky se pied analyzou denaturuji inkubaci 7 minut pii teploté¢ 94 °C a nasledné rychlym
zchlazenim na teplotu 4°C vV prostiedi formamidu (Viz Tab. 4). Denaturace se provadi
V plastové desticce s 96 jamkami pro Geneticky analyzator. Jako interni velikostni standard se

pouziva LIZ 500. Vzorky pro analyzu jsou pfipravovany do jamek desticek (urcenych pro

pouziti v piistroji ABI PRISM 3130), uzavieny vicky a centrifugovany.
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Tabulka 4: Slozeni denatura¢niho roztoku pro denaturaci vzorku pfed provedenim kapilarni

elektroforézy
slozka Objem (ul)
formamid 10,0
L1Z500 1
PCR produkty 0,4

Analyza PCR produktii v pristroji ABI PRISM 3130

Pfistroj je pro fragmentacni analyzu pfipraven podle navodu vyrobce, jeho popis neni
predmétem této metodiky. Kapilara je naplnéna odpovidajicim polymerem dle navodu vyrobce

a pristroj je nastaven na analyzu fragmenti. Zaznamy se zapisuji v paméti fidiciho pocitace.

10. Vyhodnoceni analyzy

Profily SSR markerd, resp. délky amplifikovanych useki v poctu bazi, se zaznamenavaji béhem
analyzy v PC. Po analyze se zkontroluje kvalita signali (min. vyska stanovena pro individudlni
lokusy podle popisu vyrobce separa¢niho zatizeni). Po kontrole se vyhodnocuji profily pomoci
specializovaného programu GeneMapper v 3.7. nebo ekvivalentnim programem. Vysledkem
analyzy jsou udaje o velikosti jednotlivych fragmenti (amplifikovanych sekvenci SSR)
udavané v parech bazi. Posuzuje se shoda s délkou amplifikovanych sekvenci SSR markertd
charakteristickych pro brusinku a klikvu. Vzorky DNA izolované z listi osmi odrud brusinky
brusnice a klikvy velkoplodé péstovanych v CR, se vyuzivaji jako referenéni standardy. Ptiklad
nezpracovaného profilu elektroforetogramu SSR marker dvou genotyptd brusnice brusinky a

dvou genotypi klikvy velkoplodé jsou ukdzany na obrazek 1.
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Obrazek 1: Profil elektroforetogramu po separaci amplikonti specifickych pro brusnici brusinku
(vzorek 1 a vzorek 2) a klikvy velkoplodé (vzorek 3 a vzorek 4) pfi pouziti SSR markéru Ca53. Osa X
uvadi délku fragmentu v pb a osa Y intenzitu signalu (,,vySku piku*). Amplikony jsou znazornény
modrou barvou. Cervenou je vyznaten délkovy standard (LIZ).
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11. Potiebné technické vybaveni a Cinidla

Analyticka vaha

Fotodokumentac¢ni zatizeni
Elektromagnetické michadlo
Eppendorf Thermomixer
Erlenmayerova banka, 500 ml
Ethidium bromid

Htebinek do elektroforetické vany a forma na gel pro elfo
Centrifuga s ota€kami min. 11000 otac¢ek/min

Chladnicka

Laboratorni parni sterilizator
Magneticka michacka

Mikropipety

Mikrovlnna trouba

Mrazici box (-20°C, -80°C)
Odmeérny valec, 500 ml

Ochranné gumové rukavice bez pudru
PCR desticky v¢. vicek ¢i folie
pH-metr

Sklenéné hacky na zachyceni DNA
Stolni minicentrifuga
Spektrofotometr

Spi¢ky na automatické pipety

Termocykler pro PCR Veriti™ Thermal Cycler

Tteci misky a tloucky




Vazenky

Vortex

Zafizeni na horizontalni elektroforézu
Zdroj k elektroforézam

0,2 ml sterilni zkumavky
1,5 a 2 ml sterilni zkumavky
6 x Loading Dye Solution

Ptistroj na kapilarni elektroforézu ABI3130 (Applied Biosystems) a program na
vyhodnoceni dat GeneMapper

Pro izolaci a amplifikaci DNA jsou potfebné nésledujici roztoky a chemikalie:

* Agardza
+  tekuty dusik

o,

% CTAB EXTRAKCNI PUFR:

10gCTAB

41g NaCl

7,875 g Tris- HCI

3,759 Na2EDTA

vse se doplni do objemu 500 ml H2O, pH roztoku se upravi na 8

< CTAB PRECIPITACNI PUFR:

2,59 CTAB
1,25 g NaCl
vSe se doplni do objemu 500 ml H2O, pH roztoku se upravi na 8

+ 1,2M NaCl:
7 g NaCl se rozpusti v 100 ml deionizované vody

e 20 mg/ml Proteinase K:
20 mg Proteinase K se rozpusti v 1 ml sterilni deionizované vody

» 10 mg/ml RNase A:
10 mg RNase A se rozpusti v 1 ml sterilni deionizované vody

s TE PUFR:

10 mM Tris 2,5 ml 1 M roztoku o pH 8,0
1mMEDTAO05ml 0,5 M roztok o pH 8,0
H20 do 250 ml

*  smés chloroform: isoamylalkohol (24:1)
* 99 % roztok isopropanolu - vymrazeny
» 70 % roztok etanolu
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% 1xTAEPUFR

TRIS baze (s) 4,8 g 0,48% roztoku
ledova CH3COOH 1,5ml 0,5M

EDTA (pH=8,0)2,0ml  1mM roztok
H20 do1000ml

*  Velikostni standard A HindIII (Fermentas), v¢. nanaSeciho pufru
* RNaza A
Syntetické oligonukleotidy - primery specifické pro dany druh rostliny (viz Tabulka
1)
dNTP
*  Tth polymeraza v¢. pufru a MgCI2 (Biotools)
»  Ultra Pure H20 pro PCR
«  Formamid
»  LIZ500 délkovy standard

® Cx

I11.  Zhodnoceni finan¢ni, ¢asové a kapacitni naro¢nosti

Analyza zahrnuje extrakci DNA, PCR reakce a naslednou detekci velikosti produkti.
Casové a pracovné naroénd je extrakce DNA pouzitim CTAB metody, ale je levngjsi nez
extrakce pouzitim kitu. Zpracovani jednoho vzorku véetné izolace DNA se predpoklada béhem
tydne. Paraleln€ 1ze zpracovavat max. 24 vzorkli. Odborn€ naro¢néjsi ¢ast analyzy predstavuje
vyhodnoceni vysledktll, které zahrnuje identifikaci a vyhodnoceni ptfitomnosti amplikonti
programem GeneMapper 3.7 a nasledné porovnani se vzornikem referencnich materialt

zaskolenym pracovnikem.

Cena analyzy jednoho vzorku dvéma markery ¢ini 1500 - 5.000,-K¢ (podle matrice) véetné
izolace DNA a analyzy v pfistroji ABI PRISM 3130 a narokil na osobni ndklady. Ceny analyz

zaviseji na kurzu US dolaru a aktudlnich cenach chemikalii a poctu analyz v jedné sérii.

Pro zavedeni metodiky do praxe je tfeba pocitat s naklady na verifikaci metody na
daném pracovisti. Naklady na izolaci DNA 50 vzorki 5000 K¢, standard pro analyzu 5 000 K¢,
naklady na potizeni SSR primerid 24 000 K¢, naklady na analyzu vzorku ve stroji 23 000 K¢ a
naklady na ostatni material. Jejich mnoZstvi zavisi na nutnosti opakovani nékterych analyz pii
zavadéni metody. Néklady na zavedeni metody bez zapocteni osobnich nékladu, které se mohou

lisit, 1ze je odhadnout na 60 000 K¢.
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IV. Prednosti metody a moznosti rutinniho vyuziti

Prednosti metody je vysoka specifita a mira reproducibility. SSR markery se ukéazaly
byt pfesné a vykazujici stejné vysledky pfi jednotlivych opakovanich experimentu, coz
potvrzuji i néktefi autofi (Jones et al., 1997), kteti sledovali reprodukovatelnost metod

zalozenych na DNA markerech, i nase vysledky (Mitrova et al. 2017, v tisku).

Analyza mikrosateliti se pouziva rutinn¢ ve forenzni diagnostice (Gilmore et al. 2003;
Stambuk et al. 2007), ovéfovani pavodu zvitat (Marikar et al. 2014; Saberivand et al. 2011;
Tupac-Yupanqui et al. 2010) a je doporucena i pro hodnoceni odriidové pravosti rostlin (Igbal
et al. 2010; Iquebal et al. 2013; McGregor et al. 2000).

Zatim nebylo mozné ve zpracovanych materidlech jednoduchym zpiisobem urcit, zda

se jedna o produkt z brusinky brusnice nebo klikvy velkoplodé nebo jejich smési.

Ptedlozena metodika pfindsi nové validovany postup upraveny pro stanoveni druhové

deklarace u vyrobku, vstupnich surovin i produkti na trhu.

V. Popis uplatnéni metodiky

Metodika ptedstavuje soubor optimalizovanych metod a postupti, na jejichz zaklad¢ 1ze
provadét rutinni analyzy surovin a vyrobkl z brusnice brusinky a klikvy velkoplodé. Vystupem
analyzy jsou udaje o velikosti amplifikovanych fragmenti DNA (SSR markert), které se
pouziji pro ztotoznéni s ocekavanou délkou amplifikovanych fragmentd DNA SSR markértu

vyse uvedenych druhi.

Uzivateli této metodiky mohou byt organy statni spravy (UKZUZ, SZPI), kontrolni a
soukromé laboratofe v CR. Je mozné ji vyuzivat v b&Znych molekularné-genetickych

laboratoftich, a to jak v akreditovaném systému, tak pro vyzkumné a vyvojové ucely.

VI. Ekonomické prinosy
Naklady na zavedeni postupti uvedenych v metodice V zafizené laboratoii jsou

akceptovatelné. Jedna se o naklady na izolaci DNA, na reagencie, enzymy, plasty nebo

fluorescenéné znacené primery, kapilary, udrzbu software (1500 K¢ na reakci a jeden SSR
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primerovy par a dale naklady na akreditaci metody (poplatky akreditaénimu organy) Také je

tieba zvazit osobni néklady a dal$i provozni ndklady pracoviste.

Uzivatel ziska ekonomicky ptinos (1) za komeréni provadéni analyz laboratofemi (2 - 5000
K¢/vzorek), (2) zpracovatelé konfirmaci pravosti u zpracovavanych materiald a u produktu.
V tomto piipadé se vyhnou postihtim ze strany dozorovych organt, pokud nebude potravina,
potravni doplné€k uvadény na trh odpovidat pravnim piedpisim (Zékon o potravinach a
tabakovych vyrobcich €. 110/1997 Sb. § 10, zakon ¢. 634/1992 Sb., o ochrané spotiebitele §
8.).
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