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Cil metodiky

S problematikou falSovani ¢i nepovolenou upravou potravin se lze setkat od
nepaméti. Jejich odhaleni a identifikace ovSem neni jednoducha. V soucasnosti uz si
nachazeji své misto i molekularni metody, které mohou byt vyuzivany pro identifikaci
jednotlivych odrtid véetné maku (Stara a kol., 2020). Jednou z plodin, u které velmi
casto dochazi k falSovani, ¢i pfimichavani nezadoucich odrid je pravé mak sety.
Velmi casto dochazi v potravinarstvi k zachytu semen maku, ktera by meéla byt
vyuzivany pouze k technickym uceltim. Je proto vice nez zadouci zavést takové
metody, které dokazi tyto nezadouci praktiky odhalit. Diky aktivitam sdruzeni Cesky
modry mak z.s. byly maku vyrobenému v Ceské republice udéleny Chranéné
zemépisné oznaceni a Ceské cechovni normy ,Modry mak“, ,Mlety mak‘ a
,Bélosemenny mak“. Vyrobky s logem “Vyrobeno podle Ceské cechovni normy” musi
spotfebiteli garantovat 100% cesky plvod a potravinarskou kvalitu
(www.ceskymodrymak.cz). Pfedstavovana metodika je vice nez vhodnym nastrojem
pro kontrolu téchto vyrobku.

Cilem této metodiky je ovéfit vhodnost rtiznych izola¢nich postupti na nékolika
riznych vzorcich maku setého a makovych produktech, za i¢elem zhodnoceni kvality
a kvantity vyizolované DNA. Zamérem bude vybrat takové metody, které nejvice
vyhovuji testovanym typtm vzorkd. Diky tomu bude mozné ziskat Cistou a kvalitni
DNA z jakéhokoliv materialu, at se jedna o Cisté rostlinny material a nebo hotovy
pekarsky, ¢i cukrafsky vyrobek. V kombinaci s molekularnimi analyzami bude
mozné identifikovat ty odrady maku s vysokym obsahem alkaloidti, které nenesou
oznaceni ¢esky modry nebo bily mak a jsou do produktt pfidavany pouze pro svoji
nizkou cenu, nikoliv pro svou kvalitu semene.
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Vlastni popis metodiky

Uvod

V Evropé, potazmo v Ceské republice, je mak péstovan a vyuZivan jiz od nepameéti.
Nejstarsi nalezy na nasem uzemi jsou z oblasti severni Moravy. V soucasnosti je mak
vzhledem ke svému uzitku, ale zaroven i ke svému zneuzivani povazovan za
rozporuplnou rostlinu. V nékterych zemich je jeho péstovani zakazané, v jinych se
péstuje nelegalné a v nékterych zemich (mimo jiné i CR) je jeho péstovani regulovano
zakonem. V Ceské republice je to zakon ¢. 167/1998 Sb. a vyhlaska ¢. 151/2005 Sb.
(Novak J., 2007), podle kterych ma soukromy péstitel, ktery mak péstuje na ploSe
vétsi nez je 100 metra ¢tverecnich ohlasSovaci povinnost, a je povinen pfedat hlaseni
mistné prisluSnému celnimu organu v misté peéstovani (Celni sprava, 2022).
V prevazné vétSiné je ve svété péstovan zejména mak s vysokym podilem alkaloidu.
Mezi nejvyznamnéjsi legalni péstitele opiového maku se fadi zejména Turecko a Indie,
mezi nelegalnimi péstiteli dominuji Pakistan, Barma, Thajsko a Afghanistan (Baranyk
a kol, 2010).

Po roce 2008 doslo k vyraznému poklesu ceny maku v dusledku importu semen
maku z Francie, Spanélska a z Tasmanie, kde je mak péstovan pouze
k farmaceutickym ucelim. Tyto odridy maji vysoky obsah morfinu, semena maji
horsi chutové parametry, ale vzhledem k nizké cené se stala vyhodnym obchodnim
artiklem. Tento nekvalitni mak zacal byt dovazen i do Ceské republiky, kde je
pfimichavan ke kvalitnimu ¢eskému maku (Becka a kol., 2014).

Pocatky cileného §lechténi maku v Ceské republice mtizeme datovat do 30. let
20 stol. V té dobé byly péstovany zejména krajové odrudy s riznou barvou semen.
Na pfelomu 50. a 60. let byly pro §lechténi vybirany nejen domaci odrtdy, ale také
odriady zahrani¢ni, tim doslo k rozs§ifeni genetické zakladny. V roce 1959 byla
registrovana prvni hybridni odrtida, u které byl vynos semen az o 20 % vyS§i nez u
odrud klasickych. Bohuzel dalSi uplatnéni tato odrida nenasla z duvodu vysokych
nakladu na vyrobu osiva. Ke znovuobnoveni §lechténi maku setého u nas doslo v 90.
letech 20. stol. Na pracovisti OSEVA PRO v Kerkové a na Vyzkumném ustavu olejnin
v Opavé (Vasak a kol., 2010). V dnes$ni dobé dba na dobrou povést a prosazovani
hospodafskych zajmt spolek Cesky modry mak. Slechténi se vénuje spoleénost
OSEVA PRO s.r.o v Opave.

Problémem poslednich let, ktery se objevuje vesmés u vSech vyznamnych
zemeédeélskych plodin, je jejich identifikace. Diky vysokému poctu odrid jiz nejsou
dostacuyjici hodnoceni zalozena pouze morfologickych markerech, tedy hodnoceni
fenotypovych vlastnosti. Proto zacinaji byt zavadény do Slechténi, ale i hodnoceni
Cistoty C¢i pravosti odrid molekularni markery, které dokazi spolu s daty
fenotypovymi pomoci rozliSit jednotlivé odridy. Bohuzel tyto metody zatim nejsou
oficialnim nastrojem pro identifikaci. V pfipadé hotovych vyrobkli neni mozné
v podstaté zjistit Cistotu odriidy ani fenotypovym hodnoceni, popf. hodnocenim
senzorickym. I v tomto pfipadé je ale mozné vyuziti metod molekularni biologie.
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specifické pouze pro druh Papaver somniferum a proto je mozné odridu maku
identifikovat i z hotového vyrobku ¢i polotovaru, kde se mohou vyskytovat i dalsi
kontaminujici DNA, napt. pSenice, kur domaci, kvasinky druhu Sacharomyces apod.
(Stara a kol., 2020).

Molekularni markery jsou velmi uzitecny nastroj, ale pro ziskani presnych vysledkt
je potfeba velmi kvalitni a Cisty vstupni material, tedy v pfipadé této metodiky makova
DNA. Kazdy vstupni material ma ovSem sva specifika a v podstaté neexistuje jednotny
postup izolace pro vSechny typy materialt.

At jsou pro izolaci pouzivany komeréné dodavané kity, robotické stanice anebo tzv.
rucni izolace, vzdy se izola¢ni postup sklada z nékolika zakladni krokt a to: pfiprava
materialu, lyze bunék, denaturace a vysrazeni kontaminujicich proteintl a precisténi
a rozpousténi NK.

Pro ucely metodiky byly pouzity 4 rtizné vstupni materialy a 5 rliznych izola¢nich
metod, které jsou popsany na nasledujicich strankach. Pro ovéfeni izolace makové
DNA byl pouzit mikrosatelitovy marker specificky pro druh Papaver somniferum
Psom17 (Ondreickova, 2017), PCR byla provedena podle metodiky Jozova a kol.
(2020).

Zamérem této metodiky je popsat moznosti izolace DNA i z méné standardnich
vzorkd, jako jsou napi. hotové vyrobky ¢i polotovary a zjednodusit tak uzivatelim
vybér izolacni metody podle technickych moznosti a schopnosti obsluhy laboratore.
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Material

K optimalizaci izolaénich metod byly testovany dvé odridy maku setého s odliSnou
barvou semene a odliSnymi chutovymi parametry. Jednalo se o odridu ONYX, ktera
ma modrou barvu semene a je vyuzivana pro zpracovani u pekafskych a cukrarskych
vyrobkli. Druha testovana odrtida byla OREL, ktera se vyznacuje bilou barvou
semene a charakteristickou ofi§kovou chuti. Obé odrudy byly vyslechtény organizaci
OSEVA PRO s.r.o.

U kazdé odrudy byly testovany 4 typy vzorkd pro izolaci

a) Listy — mladé pravé listy ve fazi listové ruzice

b) Semena - nemlety mak k potravinarskému vyuziti

c) Vyrobek — makové buchty vyrobené podle klasické receptury, za pouziti
standardnich surovin

d) Nadivka - pripravena podle receptury bézné pouzivané pro pekatfské a
cukrarské vyrobky

Metody izolace DNA

Pro v§echny typy materialu u obou odrud bylo testovano 5 rtiznych izolacnich metod
s vyuzitim komerc¢nich kitl1, nebo metod zalozenych na chloroformové izolaci.

Modifikovana metoda CTAB-PVP pro rostliny (Doyle, 1991)

Tato izolacni metoda je vhodna pro izolaci DNA z vétSiho mnozstvi rostlinného
materialu. Ziskana DNA je velmi kvalitni a c¢ista, pfi dlouhodobém skladovani
nedegraduje. Ovéfena doba pouziti DNA je az 4 roky. Takto ¢ista DNA je velmi vhodna
pfi vyuziti metod jako je naptf. AFLP, SSR a ISSR.

Metoda je zalozena na schopnosti CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) vytvaret
komplex s nukleovymi kyselinami, ktery je pfi vysoké koncentraci soli rozpustny
(0,7 M NaCl), ale pfi snizené koncentraci soli (0,45 M NaCl) vytvari srazeninu (Murray
a Thompson, 1980). CTAB zaroven pusobi jako detergencéni ¢inidlo, které uvolnuje
DNA z komplexu membran a proteint. Na zakladé rozdilné rozpustnosti CTAB v
porovnani s DNA je lze oddélit a ziskat dostatecné Cistou rostlinnou DNA.

Pouzité pfistroje a vybaveni:

- centrifuga s moznosti chlazeni, sada automatickych pipet, homogenizator,
vortex, tfepaci termoblok nebo vodni lazen, analytické vahy, pH metr, mrazici
box, digestof, plastové homogenizatory, 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavky
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Chemikalie:

ethanol (96%, 70%)

2x CTAB-PVP extrakéni pufr (2% CTAB, 100mM Tris-HCl, 20mM EDTA,
1,4mM NaCl, 1% PVP-40000)

R-merkaptoethanol

5% CTAB

chloroform : IAA (24 : 1)

1x TE pufr (10mM Tris, 1mM EDTA)

isopropanol

Pracovni postup:

Priprava vzorki a lyze bunék

odvazit 100 mg vzorku do 1,5 ml mikrozkumavky

zhomogenizovat pomoci homogenizacni tycinky, v pfipadé narocné;jsi
homogenizace 1ze pridat kfemicity pisek

ke zhomogenizovanému materialu pridat 500 pl extrakéniho pufru
predehratého na 65°C (495 pul 2x CTAB-PVP + 5 pl $3-merkaptoethanolu),
material promichat s pufrem - prace probiha v digestofi

nechat 45-60 min inkubovat pfi 65°C ve vodni lazni nebo termobloku,
promichat kazdych 15 minut

centrifugovat na 14 000 rpm (maximum) 10 minut pfi laboratorni teploté

Denaturace a vysrdZeni kontaminujicich latek

prevést supernatant do novych mikrocentrifugacnich zkumavek
pridat 500 pl chloroformu : IAA (24 : 1) a 10 min nechat protfepavat
centrifugovat 5 min na maximum pfi laboratorni teploté
prepipetovat vodnou fazi do novych mikrocentrifugacnich zkumavek
pridat 1/5 (cca 150 pl) 5% CTAB a promichat

pfidat 500 pl chloroformu : IAA (24 : 1) a 10 minut protfepavat
centrifugovat 5 min na maximum pfi laboratorni teploté
prepipetovat vodnou fazi do novych mikrocentrifugacnich zkumavek

Precipitace DNA

pfidat 2/3 izopropanolu, 2-3x promichat
nechat v -20°C pfes noc

centrifugovat 5 minut na max pfi 4°C
odstranit supernatant

Precisténi a rozpousténi DNA

pridat 300 pl TE pufru a nechat 30-60 minut rozpoustét v termobloku pfi 37°C
pridat 2 objemy (600 pl) 96% ethanolu vychlazeného na -20 °C, 2-3x promichat
otocenim

nechat v -20°C 2-12 hod

centrifugovat 10 minut na maximum pfi 4°C

10
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odstranit supernatant

pridat 1000 pl 70% studeného etanolu vychlazeného na -20°C a promichat
centrifugovat 2 min na maximum

odstranit supernatant

pridat 1000 pl 70% studeného etanolu a promichat

centrifugovat 2 min na maximum pfi 4°C

prebytecnou tekutinu odpipetovat a nechat suSit pfi 37°C po dobu 15-
20 minut (nenechat pelet pfeschnout, Spatné se rozpousti)

pridat 100-200 ul TE pufru (podle velikosti peletu) a cca 40 minut nechat
rozpoustét pfi 37°C

skladovat v -20°C

Modifikovana metoda CTAB-PVP pro rostliny (Doyle, 1991) -
zkraceny protokol

Pouzité pfistroje a vybaveni:

centrifuga s moznosti chlazeni, sada automatickych pipet, homogenizator,
vortex, tfepaci termoblok nebo vodni lazen, analytické vahy, pH metr, mrazici
box, digestof, plastové homogenizatory, 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavky

Chemikalie:

ethanol (70%)

2x CTAB-PVP extrakéni pufr (2% CTAB, 100mM Tris-HCl, 20mM EDTA,
1,4mM NaCl, 1% PVP-40000)

R-merkaptoethanol

chloroform : IAA (24 : 1)

1x TE pufr (10mM Tris, 1mM EDTA)

isopropanol

Pracovni postup:

Priprava vzorki a lyze bunék

odvazit 100 mg vzorku do 1,5 ml mikrozkumavky

zhomogenizovat pomoci homogenizac¢ni tyCinky, v pfipadé narocnéjsi
homogenizace 1ze pridat kfemicity pisek

ke zhomogenizovanému materialu pfidat 500 pl extrakéniho pufru
predehratého na 65°C (495 pul 2x CTAB-PVP + 5 pl f3-merkaptoethanolu),
material promichat s pufrem — prace probiha v digestofi

inkubovat 5 minut pfi 65°C ve vodni lazni nebo termobloku, béhem inkubace
jednou zvortexovat

Denaturace a vysrdZeni kontaminujicich latek

pfidat 500 pl smési chloroform : IAA, nechat 5 min protrepavat

11
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e centrifugovat 5 minut na max (14 000 otacek) pfi laboratorni teploté
e prepipetovat vodnou fazi do novych 1,5 ml mikrozkumavek

Precipitace DNA
e pridat 2/3 objemu izopropanolu (cca 250 pl), 2-3x lehce promichat
e vlozit na 2 min do mraziciho boxu (-20°C)
e centrifugovat 5 minut pfi 4°C maximalni rychlosti
e po centrifugaci odstranit supernatant

Precisténi a rozpousténi DNA

e pridat 1 ml 70% ethanolu vychlazeného v -20°C

e centrifugovat 5 min na maximum

e ethanol odpipetovat a nechat susit pfi 37°C po dobu 15-20 minut (nenechat
pelet preschnout, Spatné se rozpousti)

e pridat 30-200 pl TE pufru (podle velikosti peletu) a cca 40 minut nechat
rozpoustét pii 37°C

e skladovat v -20°C

Izolace DNA pomoci NucleoSpin® Plant II od firmy Macherey-Nagel

Kolonkové izolace jsou zalozeny na vyuziti odstfedivé sily, kdy dochazi k prutoku
kapaliny skrz membranu pfi vysokych otackach. Vesmés vSechny kolonkové kity jsou
pripraveny komercné a jejich soucasti jsou jak spotfebni plasty, tak i chemikalie, u
kterych neni vzdy pfesné znamé jejich slozeni. Membrany jsou vyrobené na bazi oxidu
kfemicitého. V prvni fazi je potfeba zlyzovat bunky, stejné jako u vSech ostatnich
izolaci. Nasledneé je vzorek pfeveden do kolonky s kfemikovou membranou, na kterou
se navaze DNA. Ostatni kontaminanty a zbytky bunky jsou odplaveny pryc¢ a
zachyceny ve sbérné mikrozkumavce. V dalSich krocich dochazi k promyvani
membrany s navazanou DNA. Finalnim krokem je eluce, ¢ili vymyti ¢isté DNA pomoci
vody nebo eluéniho pufru z membrany do finalni mikrozkumavky.

Pouzité pfistroje a vybaveni:

- centrifuga s moznosti chlazeni, sada automatickych pipet, homogenizator,
vortex, tfepaci termoblok nebo vodni lazen, analytické vahy, mrazici box,
plastové homogenizatory, 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavky

Chemikalie a plasty:

- souprava NucleoSpin® Plant II od firmy Macherey-Nagel (D) - eluéni pufr PE,
PL1 pufr, PC pufr, PW2 pufr, sbérné zkumavky, NucleoSpin® Filter - fialové a
NucleoSpin® Plant II Column - zelené filtracni kolonky

- RNaza A

12
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Pracovni postup:

Priprava vzorki a lyze bunék

odvazit 100 mg vzorku do 1,5 ml mikrozkumavky

pridat 400 pl PL1 a 10 pl RNazy A a zhomogenizovat pomoci homogenizac¢ni
ty¢inky, v pfipadé narocnéjsi homogenizace lze pridat kfemicity pisek
inkubovat 30-60 min v termobloku nebo vodni lazni pfi 65°C

premistit lyzat na NucleoSpin® Filter umisténého v Collection Tube
centrifugovat 2 min na 11 000 otacek pri laboratorni teploté

Navdzani DNA na membrénu

odstranit filtr a k supernatantu pfidat 450 pl PC pufru, dukladné propipetovat
pfipravit nové Collection Tube s NucleoSpin® Plant II Column a napipetovat
supernatant, ne vic jak 700 pl. V pripadé vétsiho objemu je tento krok nutné
opakovat.

centrifugovat 1 min na 11 000 otacek pfi laboratorni teploté

Promyvani

pfidat 400 pl Buffer PW1 na filtr NucleoSpin® Plant II Column

centrifugovat 1 min na 11 000 otacek pfi laboratorni teploté a odstranit to co
proteklo

pridat 700 pl Buffer PW2 na filtr NucleoSpin® Plant II Column

centrifugovat 1 min na 11 000 otacek pfi laboratorni teploté a odstranit to co
proteklo

pridat 200 pl Buffer PW2 na filtr NucleoSpin® Plant II Column

centrifugovat 2 min na 11 000 otacek pfi laboratorni teploté a odstranit to co
proteklo

vlozit NucleoSpin® Plant II do novych 1,5 ml mikrozkumavek (nejsou soucasti
kitu) a napipetovat 50 pl Buffer PE predehfatého na 65°C

centrifugovat 1 min na 11 000 otacek pfi laboratorni teploté a odstranit to co
proteklo

skladovat v -20°C

Izolace DNA pomoci NucleoSpin® Food od firmy Macherey-Nagel

Pouzité pfistroje a vybaveni:

centrifuga s moznosti chlazeni, sada automatickych pipet, homogenizator,
vortex, tfepaci termoblok nebo vodni lazen, analytické vahy, mrazici box,
plastové homogenizatory, 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavky
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makovych produkti

Chemikalie a plasty:

souprava NucleoSpin® Food od firmy Macherey-Nagel (D) - pufr C4, promyvaci
pufr CQW, promyvaci pufr C5, elu¢ni pufr CE, pufr CF, Nucleospin® Food
filtraéni kolonky se sbérnou zkumavkou,

Proteinaza K

absolutni ethanol p.a.

Pracovni postup:

Priprava vzork( a lyze bunék

odvazit 200 mg vzorku do 1,5 ml mikrozkumavky

pfidat 550 pl CF pufru a 10 pl Proteinazy K a zhomogenizovat pomoci
homogeniza¢ni tyCinky, v pfipadé narocnéj§i homogenizace lze pfidat
kfemicity pisek

inkubovat 30 min v termobloku nebo vodni lazni pfi 65°C

centrifugovat 10 min na 11 000 otacek pfi laboratorni teploté

premistit 300 pl supernatantu do novych 1,5 ml mikrozkumavek a pfidat
300 pl absolutniho ethanolu a 300 pl pufru C4, vse 30 s vortexovat
centrifugovat 2 min na 11 000 otacek pri laboratorni teploté

Navdzani DNA na membrénu

pripravit nové Collection Tube s NucleoSpin® Food Column a napipetovat
supernatant, ne vic jak 700 pl.

odstranit to, co proteklo a tento krok opakovat se zbylym objemem
centrifugovat 1 min na 11 000 otacek pfi laboratorni teploté

Promyvani

pfidat 400 pl Buffer CQW na filtr NucleoSpin® Food Column

centrifugovat 1 min na 11 000 otacek pfi laboratorni teploté a odstranit to co
proteklo

pridat 700 pl Buffer C5 na filtr NucleoSpin® Food Column

centrifugovat 1 min na 11 000 otacek pfi laboratorni teploté a odstranit to co
proteklo

pfidat 200 pl Buffer C5 na filtr NucleoSpin® Food Column

centrifugovat 2 min na 11 000 otacek pfi laboratorni teploté a odstranit to co
proteklo

vlozit NucleoSpin® Food Column do novych 1,5 ml mikrozkumavek (nejsou
soucasti kitu) a napipetovat 100 pl Buffer CE predehratého na 70°C
inkubovat 5 min pfi laboratorni teploté

centrifugovat 1 min na 11 000 otacek pfi laboratorni teploté a odstranit to co
proteklo

skladovat v -20°C
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Izolace DNA pomoci pfistroje MagCore® Genomic DNA Tissue Kit -
Feed-soil sample

Izolace pomoci magnetickych kulicek se pouziva hlavné k izolaci DNA. Metoda je
zalozena na principu elektrostatické interakci DNA s povrchem c¢astic. Zpravidla
sestava ze tfi zakladnich kroku. Prvnim krokem je lyze bunék, pfi které dochazi
k navazani DNA na magnetické mikro a nano ¢astice o velikosti v rozmezi 5 — 450 nm.
Ostatni kontaminanty a proteiny jsou vylouceny do roztoku. V dalSim kroku dochazi
k promyvani DNA a posledni krok je eluce ¢isté DNA. Tato metoda muize byt také
zcela automatizovana. Je jiz mnoho vyrobcu, ktefi vyrabéji sestavené kity a samotna
izolace probiha v robotickém izolatoru.

Pouzité pfistroje a vybaveni:

- centrifuga s moznosti chlazeni, sada automatickych pipet, homogenizator,
vortex, tfepaci termoblok nebo vodni lazen, analytické vahy, mrazici box,
plastové homogenizatory, 1,5 ml mikrocentrifugac¢ni zkumavky, automaticky
izolator MagCore®

Chemikalie a plasty:

- souprava MagCore® Genomic DNA Tissue Kit - testovaci a elu¢ni zkumavky
typu eppendorf, GT pufr, PK Storage pufr, Filter Column Set,
predplnéna cartridge (koéd 401), sada pipetovacich Spicek MagCore

- proteinaza K

Pracovni postup:

Priprava vzork( a lyze bunék

e odvazit 30-40 mg vzorku do 1,5 ml mikrozkumavky

e pridat 500 pl GT pufru a 20 pl Proteinazy K a zhomogenizovat pomoci
homogenizacni tyCinky, v pfipadé narocnéjSi homogenizace lze pfidat
kfemicity pisek

e zvortexovat a inkubovat 15 min v termobloku nebo vodni lazni pfi 56°C

e kazdé 3 min opatrné promichat

e centrifugovat 3 min na 14 000 otacek pfi laboratorni teploté

Priprava vzorki do automatického izoldtoru
e 400 pl supernatantu prepipetovat do elu¢ni zkumavky
e vSechny potfebné plasty umistit do stojanu dle navodu
e nastavit program 401, objem vzorku 400 pl, eluéni pufr Tris a objem eluatu
60 nl
e po ukonceni programu umistit zkumavky s DNA do -20°C
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Kontrola izolace

Nukleové kyseliny, které ziskame diky izolaci je pfed samotnou analyzou nutné
upravit na urcitou koncentraci. Zaroven je tfeba ovéfit i Cistotu vzorkl. Tyto
parametry lze ovéfit tfemi riznymi zptsoby. Pokud neni €istota vzorkli dostateéna,
je nutné vzorky pfecistit.

Agarosovy gel

Agarosovy gel vhodny pro kontrolu ¢istoty by mél mit nizkou koncentraci. Nejcastéji
0,8% agarosa. Hodnoceni izolace NK na gelu je sice star$i metoda, ale ma jednoznacné
vypovidajici vlastnosti. Z agarosového gelu lze vy¢ist, zda vibec doslo k vyizolovani
NK, identifikovat pfimési, jako napf. RNA, a nebo zda nebyla NK béhem izolace
nafragmentovana. Pfi pouziti velikostniho markeru lze nejen urcit velikost cilového
organismu, ale také priblizna koncentrace. Ta se odviji od intenzity produktu, ktera
je porovnana s intenzitou fragmentt u velikostniho markeru.

Pracovni postup:

e do Erlenmeyerovy banky navazit 0,4 g agarozy

e pridat 50 ml 1x TBE

e rozvafit roztok agardzy a TBE v mikrovinné troubé tak, aby nebyla zretelna
zadna vlakna, pfidat 4 pl Ethidium bromidu (nebo Stain G)

e zchladit a nalit rozvafenou agarézu do pfipravené vany s ,hfebinkem®, ktery
vytvofi oddélené jamky, nalitd agaréza nesmi obsahovat zadné vzduchové
bubliny

e nechat agarosu uplné zatuhnout (cca 20 - 30 min), vyjmout hifebinek

e vlozit agarosovy gel do elektroforetické vany, ve které je roztok 1x TBE

e na parafilmu smichat vzorky DNA s barvickou (bromophenol blue)

o] napipetovat 2 ul barvicky
o] k barvicce pridat 5 pl templatové DNA a propipetovat

e napipetovat 5 ul obarvené DNA do jednotlivich jamek — do prvni a posledni
jamky hned za vzorky napipetovat 100bp ladder

e pripojit k napajecimu zafizeni a napéti nastavit na 40 V, cca po 5-ti minutach
(po vyjeti vzorkl ze slott), zvySit napéti na 70 V

e doba prubéhu elektroforézy trva cca 1 hodinu

e po uplynuti této doby vyjmout gel z pufru a vyfotografovat pod UV svétlem
v dokumentacnim zarizeni

v' pokud je barvena agaréza Ethidium bromidem, nadmiru dodrzujte bezpecnost
prace

v' pfi pouzivani UV svétla je tfeba chranit zrak a fotografie pofizovat jen v pfistroji
k tomu urceném
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Spektrofotometrické méfeni

Koncentrace a Cistota je méfena na zakladé hodnot absorbance pfi riznych vinovych
délkach xenonové vybojky. Pro méfeni absorbance lze vyuzit jakékoli molekuly, které
absorbuji svétlo o specifické vinové délce. VSechny nukleotidy NK jako jsou RNA,
ssDNA a dsDNA absorbuji pfi vinové délce 260 nm, coz muze byt v pfipadé této
metody i nevyhodou. U proteint je absorpéni maximum 280 nm. Roztoky nukleovych
kyselin se spektrofotometricky vyhodnocuji pfi vlnové délce 260 nm a 280 nm. Pri
vlnové délce 260 nm je vyhodnocena koncentrace vyizolované NK a pfi 280 nm je
hodnocena cistota vzorku, protoze tato hodnota odrazi pritomnost proteinti.

Hodnoceni poméru 260/280

Pomeér absorbance pfi 260 nm a 280 nm se pouziva pro posouzeni Cistoty DNA a RNA.
Pomeér ~ 1,8 je vSeobecneé prijiman jako ¢isty pro DNA; pomeér 2,0 ~ je obecné prijiman
jako cisty pro RNA. Pokud je pomér znatelné niz§i, mize to znamenat pfitomnost
proteint nebo jiné necistoty, které silné€ absorbuji na/nebo v blizkosti vinové délky
280 nm.

- A (260 nm) / A (280 nm) ~ 1,7; 1,8 ¢ista DNA
- A (260 nm) / A (280 nm) < 1,7 znec¢iSténa DNA (proteiny nebo organické latky)
- A (260 nm) / A (280 nm) > 1,9 DNA zneciSténa RNA nebo organickymi latkami

Hodnoceni poméru 260/230

Tento pomér se pouziva jako druhotné meéfeni Cistoty nukleové kyseliny. Pomér
hodnoty 260/230 pro cCisté nukleové kyseliny je ¢asto vySSi nez prislusné hodnoty
260/280. Ocekavané 260/230 hodnoty jsou obvykle v rozmezi 2,0 az 2,2. Je-li tento
pomér vyrazné niz§i, mize to znamenat pritomnost kontaminujicich latek, které
absorbuji pfi vilnové délce 230 nm (napfiklad EDTA, sacharidy, fenoly, guanidine
HCI).

Pracovni postup:

e napipetovat 1,5 ul slepého vzorku dle pufru, ve kterém je DNA rozpusSténa
(1x TE pufr, millig voda nebo chelex)

e postupné nanasSet 1,5 ul kazdého vyizolovaného vzorku (pfed nanasenim je
potfeba lehce promichat, pred samotnym méfenim v programu vzorek popsat)

e vystupem je tabulka dat (koncentraci DNA a parametru ¢istoty) ve formatu pdf
nebo xlIs
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Oveéreni vhodnosti izolacnich metod

Vysledky ze vSech izolacni metod byly ovéfeny pomoci meéfeni koncentrace na
spektrofotometru BioSpec-nano (Shimadzu, Némecko). Ovéfeni, zda byla vyizolovana
DNA maku setého, bylo provedeno pomoci mikrosatelitového markeru specifického
pouze pro mak. Vysledky byly vizualizovany na 2% agardézovém gelu, ktery byl
obarven pomoci ethidium bromidu. Zobrazeni probihalo pod UV zafenim.

Modifikovana metoda CTAB-PVP pro rostliny (Doyle, 1991)

Vysledky z BioSpec-nano

C. vzorku | Druh vzorku Koncentra DNA | 260/280 | 260/230
[ng/ul]
1 ONYX listy 26,93 2,70 2,98
2 OREL listy 84,02 2,07 1,89
3 ONYX semena 348,59 2,13 1,78
4 OREL semena 381,39 2,12 1,61
5 ONYX vyrobek 175,99 2,02 1,20
6 OREL vyrobek 257,64 2,00 1,25
7 ONYX nadivka 303,57 2,05 1,46
8 OREL nadivka 196,62 1,98 1,26

~

Tato metoda je dle vysledkt jak ze spektorofometrického méfeni, tak i po PCR analyze
nejvhodnéjsi pro izolaci DNA se semen. Nejméné vhodna je tato metoda pro izolaci
DNA z listli. Vysoky obsah oleje v makovych produktech zptisobuje horsi hodnoty u
poméru 260/230, i presto doslo k amplifikaci fragmentu u vSech testovanych vzorku.
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Modifikovana metoda CTAB-PVP pro rostliny (Doyle, 1991) - zkraceny
protokol

Vysledky z BioSpec-nano

C. vzorku | Druh vzorku Koncentra DNA | 260/280 | 260/230
[ng/ul]
1 ONYX listy 59,54 2,31 1,98
2 OREL listy 21,53 2,43 1,96
3 ONYX semena 133,87 2,06 1,25
4 OREL semena 117,79 2,17 1,60
5 ONYX vyrobek 88,30 2,12 2,68
6 OREL vyrobek 27,37 2,33 1,51
7 ONYX nadivka 132,29 1,98 1,26
8 OREL nadivka 64,09 2,04 1,21
Vysledky po PCR analyze

V pripadé této metody doslo i podle o¢ekavani k niz§imu vytézku DNA. Pomeér hodnot
urcujici cistotu DNA meél stejny charakter jako u delsi verze tohoto typu izolace.
Ackoliv byl vytézek nizsi, i tak do§lo k amplifikaci v§ech fragmentti. Nejvhodnéjsi pro
izolaci DNA je tato metoda u semen. U ostatnich vzorka byly vysledky velmi podobné.
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Izolace DNA pomoci kitu NucleoSpin® Plant II od firmy Macherey-Nagel

Vysledky z BioSpec-nano

C. vzorku | Druh vzorku Koncentra DNA | 260/280 | 260/230
[ng/ul]
1 ONYX listy 333,26 2,24 2,29
2 OREL listy 566,74 2,20 2,36
3 ONYX semena 1176,32 2,21 2,23
4 OREL semena 1216,87 2,19 2,13
5 ONYX vyrobek 146,18 2,18 1,55
6 OREL vyrobek 70,81 2,32 1,75
7 ONYX nadivka 152,87 2,20 1,50
8 OREL nadivka 225,9 2,17 1,70

Vysledky po PCR analyze

L1 23 4 56 7 8 NK

~niece-

U izolace pomoci izolaéniho

kolonkového

kitu je podle
spektrofotemitrického méfeni dostatecna vytéznost u vSech typt vzorku. Nejvyssi
vytéznost je ovSem u vzorkl ze semen, coz je patrné i po amplifikaci fragmentt. U
vzorku typu list a semena jsou i témér idealni hodnoty ukazujici na cistotu

vysledkt

ze

vyizolované DNA. U typu vzorku vyrobek a nadivka jsou niz§i hodnoty u ukazatele
260/230, ale i presto doslo k tispéSné amplifikaci.
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Izolace DNA pomoci kitu NucleoSpin® Food od firmy Macherey-Nagel

Vysledky z BioSpec-nano

C. vzorku | Druh vzorku Koncentra DNA | 260/280 | 260/230
[ng/ul]
1 ONYX listy 59,32 2,12 3,27
2 OREL listy 160,67 2,18 2,49
3 ONYX semena 655,12 2,19 2,42
4 OREL semena 638,21 2,16 2,27
5 ONYX vyrobek 162,47 2,13 2,50
6 OREL vyrobek 258,04 2,15 2,44
7 ONYX nadivka 407,88 2,18 2,42
8 OREL nadivka 334,15 2,18 2,41

Vysledky po PCR analyze

L1 23 4 56 7 8 NK

1 Sl R

Tento izola¢ni kolonkovy kit urceny pro izolaci DNA z potravin vykazuje niz§i hodnoty
koncentrace DNA nez izolac¢ni kit pro izolaci DNA z rostlinného materialu. NejvysSich
hodnot bylo dosahovano u vzorkl typu semena. Jako vhodny se osvédc¢il i pro tepelné
upravené produkty typu vyrobek a nadivka. Nejméné vhodny je tento zptisob izolace
pro vzorky typu list.
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Izolace DNA pomoci pfistroje MagCore® Genomic DNA Tissue Kit -
Feed-soil sample

Vysledky z BioSpec-nano

C. vzorku | Druh vzorku Koncentra DNA | 260/280 | 260/230
[ng/ul]
1 ONYX listy 117,79 2,31 1,99
2 OREL listy 93,99 2,47 2,01
3 ONYX semena 456,92 2,12 1,86
4 OREL semena 656,65 2,15 2,07
S ONYX vyrobek 268,81 1,97 1,41
6 OREL vyrobek 234,76 1,99 1,27
7 ONYX nadivka 267,00 1,88 1,20
8 OREL nadivka 234,23 1,77 0,93
Vysledky po PCR analyze

L1 2 3 4 56 7 8 NK

.w-““' e

Vyizolovana DNA pomoci izola¢niho robota a vyuzitim magnetickych kulicek, méla
podle zméfené koncentrace pomérné vysoké hodnoty u vSech typu vzorku, ale po PCR
doslo k amplifikaci pouze vzorku typu list a semena, ¢astecné pro vzorek z vyrobku.
Tento vysledek presné koresponduje s vysledky hodnot 260/230. Tzn., Ze roboticka
izolace nedokaze odstranit vSechny kontaminanty, které jsou u produktu
podléhajicim tepelné uprave.
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Souhrn izolacnich metod

TYP NEJVHODNEJSI METODA
VZORKU

DALSI MOZNE METODY

NEVHODNA METODA

LIST CTAB-PVP modifikovana pro rostliny
CTAB-PVP zkracena verze

NucleoSpin® Plant II
MagCore Tissue Kit

NucleoSpin® Food

SEMENA | CTAB-PVP modifikovana pro rostliny

MagCore Tissue Kit
NucleoSpin® Food
CTAB-PVP zkracena verze

NucleoSpin® Plant II

VYROBEK CTAB-PVP modifikovana pro rostliny

NADIVKA CTAB-PVP modifikovana pro rostliny
NucleoSpin® Plant II

NucleoSpin® Food
CTAB-PVP zkracena verze
CTAB-PVP zkracena verze

MagCore Tissue Kit

MagCore Tissue Kit
NucleoSpin® Food
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Porovnani izolaci

TYP IZOLACE POCET VZORKU CENA/1 VZOREK CASOVA BEZPECNOST POUZITI
V KITU NAROCNOST DIGESTORE
CTAB-PVP modifikovana cca 40 K& 2-3 DNY NEBEZPECNE** ANO
pro rostliny
CTAB-PVP zkracena verze L
cca 35 Ké 4 hod NEBEZPECNE** ANO
NucleoSpin® Plant II 5 -
10/ 50/250 cca 140/107/95 K&* 2 hod BEZPECNE NE
NucleoSpin® Food 5 o
10/50/250 cca 105/115/139 Ké&* | 2 hod BEZPECNE NE
MagCore Tissue Kit .
96 cca 185 K¢* 2 hod BEZPECNE NE

*Ceny vzorku izolovanych z kiti jsou orientacni, mohou se ménit podle kurzi Eura
a slevdch poskytnutych prodejci.

**Pfi izolaci se pouziva 3-merkaptoethanol a chloroform
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Srovnani novosti postupu

Predkladana metodika ,Optimalizované postupy pro izolaci DNA z maku setého a
makovych produktt“ Ize hodnotit jako novou, protoze doposud nebyl zohlednén
uceleny pfistup k izolacim DNA z rtiznych typu vstupnich materialti. Jelikoz cilem
této metodiky je dopomoci odhalit pfimichavani nekvalitnich odrtid k odridam
s oznacenim Cesky modry mak, je tato metodika vhodnym nastrojem. V doposud
vydanych metodikach a publikaci jsou informace zaméfené pouze na identifikaci
odrud pfi pouziti DNA izolované z listd, ¢i ze semen. Doposud ale nebyl bran ohled
na izolaci DNA z jiZ hotového vyrobku ¢i polotovaru. Tento fakt hraje vyznamnou roli
pravé pfi ziskavani Cisté a kvalitni DNA, ktera je pro metody molekularni biologie
zcela zasadni. Vzhledem k tomu, Ze na trhu je nepfeberné mnozstvi komercénich kitua,
ale také velké mnozstvi riznych izolac¢nich postupt nabizi tato metodika prehled pro
uzivatele, ktefi jiz nebudou muset zdlouhavym zptsobem optimalizovat vhodné
izola¢ni metody a extrakce DNA muze probihat v podstaté rutinné.

Izola¢ni metody jsou optimalizovany a pfesné popsany takovym zptsobem, aby si
uzivatel mohl vybrat postup izolace vzhledem k typu materialu a dle svych
technickych moznosti a vybaveni laboratore.

Popis uplatnéni metodiky

V tvodni, teoretické casti metodiky je popsan struény popis problematiky.
V praktické c¢asti jsou podrobné popsany protokoly péti izolacnich metod véetné
popisu izolovaného materialu, dale metody pro ovéreni Cistoty a koncentrace ziskané
DNA a zptisob ovéfeni DNA z konkrétniho rostlinného druhu. Tyto postupy vychazeji
ze zvyklosti a zkuSenosti na pracovisti Katedry genetiky a biotechnologii, Fakulty
zemédélské a technologické JU v Ceskych Budéjovicich. V zavéru metodiky je
zobrazen pfehled pouzitych izolac¢nich metod a jejich vyuziti podle typu materialu,
dale finan¢ni a ¢asova narocnost a bezpe¢né zachazeni.

Tato metodika byla vyvinuta pro potfeby ovéfovani pravosti a ¢istoty osiva a semen
maku setého, ale také vyrobkltl a polotovarQi z néj. Izolace materialu je sice jen
castecnym krokem, ale velmi vyznamnym. Pokud nebudeme mit dostatecné mnozstvi
kvalitni DNA, nemuze byt dosazeno ani kvalitnich vysledkd pfi hodnoceni
molekularnich markert, proto je vybér a zptisob extrakce DNA zasadnim krokem pro
ziskani zadanych vysledku.

Uzivatelé metodiky jsou vyzkumna pracovi§té, Slechtitelské stanice, organy statni
spravy (UKZUZ, SZPI, Celni sprava apod.), kontrolni, soukromé i akreditované
laboratore, které mohou dle svych laboratornich moznosti vyuzit analyzy
molekularnich markert. Na zakladé této metodiky lze vyizolovat dostatecné Cistou a
kvalitni DNA jak z makovych semen, ¢i list(1, tak i z makovych vyrobku.
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Ekonomické aspekty

Metody popisované v této metodice maji znac¢ny ekonomicky vyznam pro semenatské
¢i obchodni firmy a Slechtitelska pracovisté (hodnoceni pravosti a Cistoty osiva,
odridové deklarace produktu — semen, selekce genotypt pfi Slechténi).

Vyhodou je moznost vybéru extrakéni metody. Ceny izolaci u jednoho vzorku se
pohybuji v ¢astkach od 35 K¢ (pro metodu CTAB-PVP) do 185 K¢ (pro metodu izolace
pomoci magnetickych kuli¢ek). Tyto znacné rozdily v cenach za vstupni chemikalie a
plasty mohou byt na druhou stranu vyvazeny dobou izolace a prace s bezpecné&jSimi
chemikaliemi. Vybér izolaéni metody je také zavisly na vybaveni laboratofe. U metody
CTAB-PVP je pro praci nutna z nakladné&jsiho vybaveni digestor a centrifuga. Pro
metodu s vyuzitim magnetickych kulicek je nutny izola¢ni robot, jehoz cena se
pohybuje v rozmezi 600 - 1500 tis. K¢, coz je sice pomérné vysoka pofizovaci cena,
ale na druhou stranu se jedna o univerzalniho izola¢niho robota, diky némuz je
mozné extrahovat velké spektrum DNA z rGznych typt a druhti materialt (rostlinny,
zivoCiSny, bakterie, viry, vzorky stolice, bukalni stéry, krev apod.) za velmi kratkou
dobu. Pokud laboratof jiZ toto zafizeni vlastni, naklady jsou spojené pouze
s nakupem vhodného izolacniho kitu. Na laboratorni vybaveni je nejméné narocna
metoda zalozena na principu filtraénich kolonek, pro kterou je nutna laboratorni
centrifuga.

Nevyhodou kitd mutize byt omezeny pocet vzorkll a s tim spojena preciznost pri
samotné praci. Ve vétSiné pripadll neni mozné dokupovat pouze nékteré komponenty
kitll, a pokud ano, pak je jejich cena velmi vysoka. Pokud by byl napf. nedopatfenim
kontaminovan jeden z roztoku v kitu, bylo by nutné zakoupit kit cely. Tento problém
odpada u izolace DNA pomoci metody CTAB-PVP, kde mutize byt namichan roztok
novy, jehoz hodnota je v fadech desetikorun.

Uzivatel metodiky ma moznost vybéru také u kontroly Cistoty DNA, ktera muze byt
provedena bud spekrofotometricky, popf. na agarézovém gelu. V pfipadé
spektrofotometrického meéfeni je opét nutné pfistrojové vybaveni. Pfi hodnoceni na
agardzovém gelu staci zakladni vybaveni molekularni laboratofe.

Pro vyuziti popsanych metod neni nutné naroéné zasSkoleni osoby provadéjici tyto
ukony. Pfi znalosti problematiky v molekularni laboratofi by se mélo jedna o rutinné
provadéné ukony.
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Priloha

Pouzité roztoky
roztoky pro izolaci DNA

2x CTAB-PVP
slozeni | konc. navazka poznamka
100 ml | 500 ml 1000 ml
CTAB 2% 2g 10 g 20 g doplnit vodou na % celkového
objemu a rozpustit pfi 65 °C
Tris 100 mM | 1,21¢g 6,05 ¢g 12,114 g +HCI1 = pH 8-8,2
EDTA 20 mM 0,75 g 3,723 g 7,446 g +NaOH = pH 7,8-8
NacCl 1,4 M 82¢g 40,915 ¢ 81,83 g
PVP 1% lg 5g 10g
dH,O doplnit do pozadovaného objemu
5% CTAB
slozeni | konc. navazka poznamka
100 ml | 500 ml 1000 ml
CTAB 5% Sg 25¢g S0g doplnit vodou na % celkového
objemu a rozpustit pfi 65 °C
NacCl 0,35 M 2,04 g 10,27 g 20,4 g
dH,O doplnit do pozadovaného objemu
1x TE pufr
slozeni | konc. navazka poznamka
100 ml 500 ml 1000 ml
Tris 10 mM 0,121 g 0,605 g 1,2114 g | doplnit vodou na % celkového
objemu a rozpustit pfi 65 °C
+HCI1 = pH 8-8,2
EDTA | 1 mM 0,03723 g | 0,1865¢g | 0,3723 g | +NaOH = pH 7,8-8
dH,O doplnit do pozadovaného objemu
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pufr pro elektroforézu

Sx TBE

slozeni | konc. navazka poznamka
100 ml 500 ml 1000 ml

Tris 0,445M |5,4¢ 27 ¢g

kys. 0,445M |2,75¢g 13,75 27,5 g

borita

EDTA 0,5 mM 2 ml 10 ml 20 ml doplnit vodou na % celkového

objemu a rozpustit
dH,O doplnit do pozadovaného objemu

pfiprava agarézového gelu

0,8% v 1x TBE

objem gelu mnoz. agarozy [g]|{mnoz. vody mnoz. pufru TBE |mnoz. Et. Br.
[ml] [mi] [ml] [u]

50 0,4 40 10 S

100 0,8 80 20 8

150 1,2 120 30 8-10

200 1,6 160 40 12-13

2% v 1x TBE

objem gelu mnoz. agarozy [g]|mnoz. vody mnoz. pufru TBE |mnoz. Et. Br.
[ml] [mi] [ml] (]

50 1 40 10 5

100 2 80 20 8

150 3 120 30 8-10

200 4 160 40 12-13
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