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Metodika pro rozliSeni ryze (Oryza sativa L.) typu basmati
pomoci délkového polymorfismu mikrosateliti

Predmétem metodiky je postup identifikace tradicnich odrid ryze typu Basmati (TB)
uvedenych v provadécim natizeni komise EU ¢. 706/2014 ze dne 25. Cervna 2014. pomoci
analyzy délkového polymorfismu mikrosateliti (SSR- Single Sequence Repeats) laboratofemi
v praxi. Tato metoda umozni identifikovat vybrané odriidy ryze typu Basmati i odridy
odlisnych typl ryze. Podstatou zkousky je amplifikace usekii genomu obsahujici dany
mikrosatelitni lokus pomoci polymerazové tfetézové reakce (PCR) se specifickymi primery a

naslednd analyza délky produkti.

Method for authentication Basmati type rice (Oryza sativa
L.) using microsatellite length polymorphism

(Assay for distinguishing basmati from non-basmati rice varieties)

The objective of the method is the procedure how to identify traditional varieties of Basmati
rice (TB) specified in the Implementing Regulation EU no. 706/2014 devoted to control
laboratories in practice. This method enables to identify varieties exempt from duty in the EU.
The test consists of microsatellite loci amplification by polymerase chain reaction (PCR)

using specific primers, and subsequent analysis of the length of the products.
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I. Uvod a cil metodiky

RyzZe je celosvétové vyznamna plodina z rodu lipnicovitych (Poaceae) rostlin. Rod
ryze (Oryza) zavedl v roce 1753 Carl Liné poté, co popsal druh ryze seté (Oryza sativa L.).
Pozdéji bylo popsano vice nez 100 druhti ryze. Hospodaisky vyznam ma ryze seta (Oryza

sativa L.) a ryze africka (Oryza glaberrima Staud.), téz nazyvana ryze ¢ervena.

Existuji stovky odrad ryzi. Mezi elitni ryze patfi aromatickd ryze typu Basmati, ktera
se péstuje na Upati Himalaji v Indii a Pakistanu. Basmati ryZze ma typické aroma, které
pfipomina vuni listd pandanu (Pandanus amaryllifolius). Zakladem je sloucenina 2-acetyl-1-
pyrrolinu (1-(3,4-dihydro-2H-pyrrol-5-yl)ethan-1-one). Jeho zvySeny obsah je u ryze dan

predevsim ptitomnosti mutaci v genu BDH2, kédujicim betaine aldehyde dehydrogenazu.

V Indii bylo v roce 2012 registrovano 16 odrid ryze Basmati. Basmati ryze je drazsi
nez jiné typy ¢i odrudy ryzi a v ramci EU jsou vybrané tradi¢ni odridy ryze Basmati (TB)
osvobozeny od cla (provadéci natizeni komise EU ¢. 706/2014 ze dne 25. ¢ervna 2014). Proto

Casto dochazi k falSovéni této komodity.

Z vySe uvedenych divodil je tfeba disponovat metodami, které umozni stanovit
odridovou pravost ryze typu Basmati , a tim je i1 odlisit od jinych, rovnéz dlouhozrnnych,
aromatickych odrid ryze. K ovéfovani pravosti Basmati ryZze lze obecné vyuzivat
morfologické markery, které jsou vSak pfi kontrolach komodity nepraktické (délka a Sitka
obilky, délkové zmény a struktura po uvareni, aroma) nebo molekularni proteinové markery,
které zatim nebyly v Evropé zavedeny. VSeobecné se uvadi, ze nejpresnéjsi a spolehlivé pro
ovéfeni pravosti odrid jsou postupy, které vyuzivaji polymorfismus DNA (DNA
fingerprinting), jako napiiklad analyza délkového polymorfismu kratkych opakujicich se
sekvenci tzv. mirosateliti (SSR) (Agarwal et al. 2008; Tomar et al. 2013; Hoshino et al.
2012).

Mikrosatelity jsou tandemové se opakujici useky DNA nejcastéji o délce 2-6 para
bazi. Vyznacuji se nasledujicimi vlastnostmi (Vejl et al. 2002): vykazuji vysoky stupen
polymorfismu, jsou relativné rovnomeérné zastoupené po celém genomu, jsou kodominantni.
Bé&zné jsou pro mikrosatelity pouzivany zkratky STRs (short tandem repeats; Edwards et al.
1991), SSR (simple sequence repeats; Tautz 1989; Morgante a Olivieri 1993). Clenéni a
kategorie repetitivni DNA (Chambers et al. 2000): satelity (Satellites), minisatelity
(Minisatellites), mikrosatelity (Microsatellites). Mikrosatelity se nachazeji v celém genomu

eukaryotickych i prokaryotickych organismu (Field a Wills 1998; Téth et al. 2000), nejvice



pak v jeho nekoddujicich oblastech (telomery, subtelomery, heterochromatin, centromer)
(Metzgar et al. 2000). Vyuziti mikrosatelitd je velmi Siroké. Mikrosatelity se jevi jako
hypervariabilni a kodominantni markery (Sunnuck 2000). Jako kodominantni markery
relativné malé velikosti jsou jednoduse amplifikovany béhem PCR reakce. Vyhodou
diagnostiky polymorfismu SSR lokusti pomoci PCR je, ze vyzaduje minimalni mnozstvi
DNA a analyzy lze provadét v multiplexu, takze je i finan¢né tinosna (de Vienne et al. 1998).

Cilem metodiky bylo pro potieby kontroly ovéfit a sestavit soubor mikrosatelitnich
markertt pouzitelnych pro jednoznacnou identifikaci vybranych typt ryze, ptredevSim
dlouhozrnnych aromatickych ryzi typu Basmati. Metodika vychazi také ze znalosti, které jiz

byly publikovany (Ovesna et al. 2001, Ovesna et al. 2014, Aidarova, 2016).

1. Vlastni popis metodiky

2.1 Podstata metody

Izolace DNA ryzZe

Pro izolaci nukleovych kyselin vSeobecné je k dispozici skala metod, kde je prvnim
krokem lyze bungk. Pro lyzi rostlinnych bunék s bunéénou sténou musi byt pouzita né&jaka

forma mechanickeé sily, napt. drceni tkdné zmrazené tekutym dusikem v tfeci misce.

U této izolace je nutné odstranit i polysacharidy extrakci s cetyl trimetyl amonium
bromidem (CTAB). K lyzatu je piidana smés chloroformu a izoamylalkoholu. Chloroform je
organické rozpoustédlo a nemisi se s vodnym roztokem bunécéného lyzatu, takze se smés
rozdé€li na dvé faze — horni vodnou a dolni chloroformovou. Roztok je odstfedén a na rozhrani
mezi fazemi se objevi bily prstenec precipitovanych proteinti. Horni vodna faze obsahuje

nukleové kyseliny.

Z vodného roztoku je DNA vysrazena piidanim koncentrovaného vymrazZeného
etanolu. S nukleovymi kyselinami se srazeji i soli, které je potieba odmyt 75% etanolem.
Cista DNA je po vysuseni rozpuiténa ve vodé nebo v TE pufru. Pokud potiebujeme pracovat

s ¢istou DNA, musi byt RNA odstranéna plisobenim RNézy.

Analyza mikrosateliti

Délka alel se zjisti PCR amplifikaci specifického lokusu pomoci primeri ptiléhajicich
k mikrosatelitni sekvenci. Jeden primer z paru a to forward je fluorescencné znacen ( VIC,
PET, NED, 6-FAM) specificky rozliSujici odrady. PCR fragmenty se pak rozd¢li podle délky
v sekvenatoru na principu kapilarni elektroforézy v pfistrojich ABI PRISM 3130 (Applied


http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Fenol%20chloroform%20IAA.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Odstredovani.htm

Biosystems). Pro kazdou kombinaci mikrosateliti a odridy je charakterizovan specificky
signal. Tak je mozné jednoznacn¢ odridu identifikovat. Ke kazdému vzorku se piida

fluorescen¢né znaceny standard (500LIZ).

2.2 Potiebné technické vybaveni
0,2 ml sterilni zkumavky

1,5 a 2 ml sterilni zkumavky

6 x Loading Dye Solution

Analyticka vaha

Fotodokumentaéni zatizeni
Elektromagnetické michadlo

Eppendorf Thermomixer

Erlenmayerova barka, 500 ml

Ethidium bromid

Hiebinek do elektroforetické vany a forma na gel pro elfo
Centrifuga s otatkami min. 11000 otacek/min
Chladnicka

Laboratorni parni sterilizator

Magneticka michacka

Mikropipety

MikrovInna trouba

Mrazici box (-20°C, -80°C)

Odmérny valec, 500 ml

Ochranné gumové rukavice bez pudru

PCR desticky v¢. vicek ¢i folie

pH-metr

Sklenéné hacky na zachyceni DNA

Stolni minicentrifuga

Spi¢ky na automatické pipety

Termocykler pro PCR _Eppendorf _ Mastercycler® nexusVortex
Zatizeni na horizontalni elektroforézu

Zdroj k elektroforézam

Spektrofotometr

Vazenky



Vortex

Tteci misky a tloucky

Pfistroj na kapilarni elektroforézu AB13130 (Applied Biosystems) a program na vyhodnoceni
dat GeneMapper

Pro izolaci a amplifikaci DNA jsou potiebné nasledujici roztoky a chemikdlie:

e Agardza

e tekuty dusik
e merkaptoethanol
e 2XCTAB PUFR:

2 M NaCl 40 ml 5 M roztoku
0,2 M Tris 20 ml 1 M roztok o pH 8,0
50 mM EDTA 10 ml 0,5 M roztok o pH 8,0
2% CTAB 29
H20 do 100 ml

e TEPUFR:
10 mM Tris 2,5ml 1 M roztoku o pH 8,0
1 mM EDTA 0,5ml 0,5 M roztok o pH 8,0
H20 do 250 ml

e smgs chloroform: isoamylalkohol (24:1)
e 99 % roztok etanolu - vymrazeny

e 75 % roztok etanolu

e 1xTAEPUFR

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

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

e Velikostni standard A Hindlll (Fermentas), v¢. nanaseciho pufru

e PVP (Polyvinylpyrrolidon)

e RNiaza A

e Syntetické oligonukleotidy - primery specifické pro dany druh rostliny (viz Tabulka 1)
e dNTP



Tth polymeraza v¢. pufru a MgCl, (Biotools)
Ultra Pure H20 pro PCR
Formamid

LIZ500 délkovy standard

2.3 Pracovni postup a vyhodnoceni experimentalnich dat

Izolace DNA

Pro izolaci kvalitni DNA je mozné pouzit jak listy, tak i zrno. U listi je vhodné pouzit
mladé listy. Materidl je uchovavan v PE zipovych saécich nebo jsou listy zabaleny do
alobalu a uchovavany pii teploté -80 °C nebo je Ize ihned zpracovat. Zrno Ize uchovat
na suchém chladném misté. Vzorky jsou doplnény popisem odridy a datem, pfip.

popisem lokality/mista odbéru.

Asi 0,5 mg rostlinného materidlu je rozetfeno tekutym dusikem ve tfeci misce, prasek
je ihned piemistén do 2 ml mikrozkumavky se 700 pl pufru 2x CTAB a 3 ul
merkaptoethanolu a promichan pomoci vortexu. Poté jsou vzorky 30 minut
inkubovany ve vodni lazni pfi teplot¢ 60 °C (nebo v termomixéru). Pak je smés

ochlazena 5 minut v ledu.

Ke smési je pfidan 1x objem smési chloroformu a izoamylalkoholu (24:1). Po 5
minutach tfepani jsou vzorky centrifugovany pii maximalnich otdckach po dobu 10

minut a je odebrdna vodna faze. Tento krok je jesté jednou zopakovan.

K roztoku vzorku je pfidan 1x objem vymrazeného 99 % etanolu. Vzorky jsou jemné
promichany nékolikanasobnym pievracenim zkumavky. Precipitovana DNA je
odebrana pomoci sklenénych hackl. Vzorky na haccich jsou umistény do novych
mikrozkumavek s 500 pl 75 % roztoku etanolu a inkubovany cca. 1 hodinu pfi teploté
4 °C.

Po hoding jsou vzorky na haccich znovu umistény do novych 1,5 ml mikrozkumavek

s 500 ul 75 % roztoku etanolu a inkubovany ptes noc pii teploté 4 °C.

Druhy den je etanol odstranén a vysuSend DNA je rozpusténa podle velikosti peletky

ve 100 — 200 pul TE pufru.

K DNA je pfiddno 20 pl roztoku RNéazy (20mg/ml) a vzorky jsou inkubovany 10
minut pii 37 °C.



Priprava 0,8 % agardzového gelu a nandseni vzorkii na gel

Podle poctu vzorka se pfipravi navazka agardzy. Pro objem 70 ml 1x TAE je navazka

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

na analytickych vahach se navazi na vaZzence potiebné mnozstvi agarozy

navazena agardza se prevede do Erlenmayerovy baiiky a zalije se potfebnym objemem
1 x TAE pufru a v mikrovinné troubé se roztok ptivede k varu

barka se postavi na elektromagnetickou michacku a vlozi se do ni michadélko. Kdyz
teplota roztoku v bance klesne na cca 60 °C, ptida se k roztoku agar6zy pozadovany

objem ethidium bromidu a roztok se necha jesté cca 1 minutu michat

tekuty roztok agar6zy se nalije do formy na gel ve které je hiebinek a nechd se

vychladnout

po vychladnuti a ztuhnuti gelu se opatrné vyjme hiebinek, v gelu zlstanou jamky pro

nanaseni vzorku

Vzorky se na pfipraveny gel nanesou podle nasledujiciho pracovniho postupu:

z roztoku izolované DNA se odebere 1 pl, k ni se pfida 7 pl sterilni deionizované vody

a3 ul 6 x Loading Dye Solution

ptipraveny elektroforeticky gel se vlozi do elektroforetické vany a ptevrstvi se (cca 5

mm) 1 x TAE pufrem
do prvni a posledni drahy se nanese 6 pl délkového standardu DNA Ladder HIND 11

a do dalSich drah se nanasi vzdy 11 pl kazdé¢ho vzorku

elektroforéza probiha cca 60 — 90 minut pii 30 V

Spektrofotometrické méreni koncentrace extrahované DNA

po ukonceni elektroforézy se gel vizualizuje pomoci UV zafeni ve

fotodokumenta¢nim zafizeni. Srovnanim pozice DNA s pozici délkového standardu je
pak urcena délka produktu a stupen jeho degradace.

Koncentrace DNA vzorku je méfena spektrofotometrem. Optimalni koncentrace pro
dalii analyzy je 100 ng/ul. Vyssi koncentrace DNA se fedi TE pufrem. Cistota
izolované DNA z hlediska kontaminace bilkovinami se ziskd zméfenim poméru

absorbanci pfi vinovych délkach 260 a 280 nm (A260/A280), pti které maji absorpcni
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maximum bilkoviny. Hodnota tohoto poméru je optimalni, pokud se pohybuje v
rozmezi 1,7-1,9.

Vzorky DNA jsou nafedény H>O na pracovni koncentraci 100 ng/ul.

SSR reakce:

Mastermix pro SSR reakci je namichan z chemikalii, které jsou uvedeny nize. Celkove
je pripraveno mnozstvi, které odpovida predpokladanému poctu analyzovanych vzorkl. Pii
vypoctu ptislusnych objemil je potieba pocitat také s malou rezervou na ztraty pii pipetovani.
Po smichani vSech slozek mastermixu je tento rozpipetovan v objemu 14 pul do tenkosténnych
mikrozkumavek a do kazdé z nich je posléze pfidan 1 pl genomické DNA analyzované

odrudy (koncentrace 100 ng /ul).

Reakéni smés:

smés primert” F+R (5 mM) 1,0 ul
dNTP (2,5 mM) 1,0 pl
pufr (BioTools) (10x) 1,5 pl
MgCl2 (15 mM) 0,6 ul
Tth polymeraza (BioTools) (5 U/ul) 0,2 ul
templatova DNA (100 ng/ul) 1,0 pl
H.O 8,7 ul
reakcni objem 15,0 ul

*F forward primer, R reverse primer
Mikrozkumavky jsou centrifugovany a umistény do termocykleru Eppendorf

Mastercycler® nexus. PCR reakce sestava z nasledujicich krokd:

lcyklus: 95°C.......... 5 min.

35cykla:  95°C.......... 30 sec.
Tar 30 sec
72°C.......... 40 sec

lcyklus 72°C.......... 5 min.
10°C.......... 00

11



Hodnoty *Ta(annealing temperature) jsou pro jednotlivé mikrosatelitni markery uvedeny v Tabulce ¢.1.

Analyza PCR produktu kapilarni elektroforézou

Pfi studiu mikrosatelitni oblasti genomu ryze je analyzovano vice lokusi (viz Tabulka
¢. 1). Produkty amplifikace jsou separovany elektroforeticky metodou kapilarni elektroforézy

na pristroji ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems).

Priprava vzorkit pro fragmentacni analyzu:

Formamid.........ccocceveninnnnn 10,0 ul

L1Z500 Size Standard ......... 1ul

PCR vzorky: 6-FAM 0,4 ul, VIC 0,4 ul, NED 0,4 ul, PET 0,4 ul -vzorky inkubujeme 7 minut
pfi teploté 94 °C a nasledné rychle zchladime na teplotu 4 °C.

Analyza PCR produktii v pristroji ABI PRISM 3130

Jako interni velikostni standard se pouziva LIZ500 pro kombinaci primeri
(fluorescen¢né znacenych VIC, PET, NED, 6-FAM). Vzorky pro analyzu jsou pfipravovany

do zkumavek, uzavieny vickem a centrifugovany.

Profily SSR markert se vyhodnocuji pomoci specializovaného programu GeneMapper
v 3.7. Vysledkem analyzy jsou velikosti jednotlivych fragment v bp a jejich zafazeni do
kategorii. Primarni data se dale prevadéji do binarni matice a statisticky se zpracovavaji
(DARwin, PCA).

Ptilohou 1 : Priklad elektroforetogramu amplifika¢nich produktd s vyzitim primerové
kombinace (marker SSR RM201, Tab. 1) v programu GeneMapper. Odlisuje ryze typu
Basmati a béznych ryzi.

Ptilohou 2 : Profily 9 mikrosatelitnich lokusii u vybranych odrid ryze typu Basmati
uvedenych v provadécim nafizeni komise EU ¢. 706/2014 ze dne 25. Cervna 2014
(osvobozenych od dovozniho cla; EU), jinych odrid ryze typu Basmati (B), odriad
aromatickych ryzi s identifikovanymi alternativnimi mutacemi v genu BDH2 a

nearomatickymi standardnimi odridami ryZze (NB)

12



Tabulka ¢.1: Analyzované SSR lokusy a sekvence primeru pro jejich specifickou amplifikaci

Pradové | Oznaceni | Primerovy par Velikost Fluorofor

¢islo markeru produktu

1 vf100 vf100-F VIC-CCATGGCTTCCGGTTGGG 126 bp VIC
vf100-R CTCATCAATCGGTGAGAGAGAGTGC

2 ch8p6 ch8p6 -F VIC-CTGTTAGGTTGCATTTACTGGG 76 bp VIC
ch8p6 —R AACCTTAACCATAGGAGCAGC

3 ch8p22 ch8p22-F PET-TGTTAGGTTGCATTTACTGGG 80 bp PET
ch8p29-R AAACAAACCTTAACCATAGGAGC

4 vf336 vf336 -F NED-GTACTGATGGTTACGCGACA 138 bp NED
vf336-R TTCGCAGAACAGATGACCTGCA

5 vfl79 Vf179-F PET-AAAGCCAAGGTGCTACCAT 146 bp PET
vf179-R  ATAGAAACCTTTCTCCAGATGC

6 RM339 RM339-F NED-GTAATCGATGCTGTGGGAAG 186 bp NED
RM339-R GAGTCATGTGATAGCCGATATG

7 RM201 RM201-F 6-FAM-CTCETTTATTACCTACAZTACC 142 bp 6-FAM
RM201-R CTACCTCCTTTCTAgACCgATA

8 RM212 RM212-F VIC-CCACTTTCAgCTACTACCAg 116 bp VIC
RM212-R CACCCATTTgTCTCTCATTATg

9 RM463 RMA463-F TTCCCCTCCTTTTATGGTGC 193 bp VIC
RM463-R TGTTCTCCTCAGTCACTGCG

I11. Srovnani ,,novosti postupi“ oproti piivodni metodice, ptipadné jejich zdiivodnéni,
pokud se bude jednat o novou nezndmou metodiku (§ 2, odst. 1, pism. b) a pism. c) zékona ¢.
130/2002 Sb.),

Pivodni metodika nebyla zddna. Jednd se o novou metodiku, ktera zavadi zcela
nové postupy. Podstatou zkousky je amplifikace tisekti genomu obsahujici dany mikrosatelitni
lokus pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR) se specifickymi primery a nasledna
analyza délky produktl. V laboratofi byl na nékolika rostlinnych druzich ovéfen postup
analyzy délkového polymorfismu mikrosatelith (Ovesna et al. 2011, Ovesna et al. 2014) a

zavedena aplikace na ryzi (Aidarova et al., 2016)

Prednosti metody a moznosti rutinniho vyuziti

Ptednosti metody analyzy mikrosatelitl je, Ze je dobfe aplikovatelnd pro rutinni
vyuZziti a méa vysokou mirou reproducibility. SSR markery se ukazaly byt pfesné a vykazujici
stejné vysledky pii jednotlivych opakovanich experimentu, coz potvrzuji i nékteré publikace

Jones et al. (1997), které sledovaly reprodukovatelnost metod zalozenych na DNA markerech.

13




Diky zatfazeni standardi lze jednoznacné identifikovat jednotlivé alely danych lokusi.
Analyza mikrosatelitd se pouziva rutinné ve forenzni diagnostice (Gilmore et al. 2003;
Stambuk et al. 2007), ovéfovani pivodu zvifat (Marikar et al. 2014; Saberivand et al. 2011;
Tupac-Yupanqui et al. 2010) a je doporucena i pro hodnoceni odrtidové pravosti rostlin (Igbal
et al. 2010; Iquebal et al. 2013; McGregor et. al. 2000).

IV. Popis uplatnéni Certifikované metodiky, informace pro koho je urcena a jakym
zpusobem bude uplatnéna,

vvvvv

pravosti ryze a hodnoceni genetickych zdroji a Slechtitelskych materidlti se zaméfenim na
dlouhozrnnou aromatickou ryzi typu Basmati a vyjmenovanych odrid v provadécim natizeni
komise EU ¢. 706/2014 ze dne 25. ¢ervna 2014, osvobozenych od dovozniho cla.

Metodiku je mozné vyuzivat v béznych laboratofich a to jak v akreditovaném

systému tak pro vyzkumné a vyvojové ucely.

Metodika predstavuje soubor optimalizovanych metod a postupt, na jejichz zaklade
lze provadét rutinni analyzy DNA SSR markert u tradi¢ni ryze Basmati a odlisit je od dal§ich
dlouhozrnnych odrid. Vystupem analyzy je profil DNA, ktery se pouZije pro charakterizaci
jednotlivych vzork.

UZivateli metodiky mohou byt organy statni spravy (SZPI), kontrolni a soukromé
laboratote v CR.

V. Ekonomické aspekty

Néklady na zavedeni metodiky zavisi na vybaveni laboratofe. Pro laboratot vybavenou pro

analyzy DNA a fragmenta¢ni analyzu budou naklady ptedstavovat zakoupeni primert

a zejména naklady na validaci metody (cca 100 tis. K¢&). UZzivatel pak je schopen nabidnout
validovany postup jako sluzbu s ekonomickym dopadem. Hlavnim pfinosem je moZnost

ochrany spotiebitele a trhu falovani potravin.

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

Analyza zahrnuje extrakci DNA, PCR reakce a naslednou detekci velikosti produktu.
Casové a pracovné naroéna je extrakce DNA pouzitim CTAB metody, ale je levn&jsi nez
extrakce pouzitim kitu. Zpracovani 96 vzorkli (pocet pozic v PCR desticce) jednoho

mikrosatelitniho lokusu odpovida 96 vzorkim ryze (véetné kontrol a referenénich vzorki) a
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trva cca 2 a pul hodiny. Vysledky elektroforetickych analyz jedné desti¢ky jsou k dispozici za
24 hod. Odborn¢é naro¢néjsi Cast analyz piedstavuje vyhodnoceni vysledkil, které zahrnuje
identifikaci a vyhodnoceni alel programem GeneMapper 3.7 a nasledné porovnani velikosti.

To si vyzaduje zkuSeného pracovnika. Cena analyzy jednoho vzorku vSemi markery ¢ini
priblizn¢ 10.000,-K¢ vcetné izolace DNA a analyzy v piistroji ABI PRISM 3130. Ceny

analyz zaviseji na kurzu US dolaru a aktualnich cenach chemikalii a po¢tu analyz v jedné
sérii.

Pro zavedeni metodiky do praxe je tfeba pocitat s naklady na verifikaci metody na
daném pracovisti. Je tfeba analyzovat alesponl 5 standardnich vzork (referen¢nich standardii
alel SSR lokusi) a to v deseti nezavislych opakovanich. Naklady na izolaci DNA 50 vzorkt
5000 K¢, standard pro analyzu 20 000 K¢, naklady na potizeni SSR primert 42 000 K¢,
naklady na analyzu vzorku ve stroji 23 000 K¢ a na ostatni materidl. Standardy, primery,
analyza ve stroji jsou materidly, které se na verifikaci nezuzitkuji vSechny a mohou byt
pouzity v naslednych analyzach. Jejich mnozstvi zavisi na nutnosti opakovani nékterych
analyz pfi zavadéni metody. Naklady na zavedeni metody jSou bez zapocteni osobnich

nakladu, které se mohou lisit a Ize je odhadnout na 100 000 K¢.
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Priloha 1: Piiklad elektroforetogramu amplifikacnich produkti s vyzitim primerové
kombinace (marker SSR RM201, Tab. 1) v programu GeneMapper. OdliSuje ryze typu
Basmati a béznych ryzi.
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Piiloha 2: Profily 9 mikrosatelitnich lokust u vybranych odrud ryze typu Basmati
uvedenych v provadécim nafizeni komise EU ¢&. 706/2014 ze dne 25. Cervna 2014
(osvobozenych od dovozniho cla; EU), jinych odrid ryze typu Basmati (B), odrud
aromatickych ryzi s identifikovanymi alternativnimi mutacemi v genu BDH2 a

nearomatickymi standardnimi odridami ryze (NB)
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vf100-125 125 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 125 | 125 | 125
vf100-131 131 131
ch8p6-69 69 69 | 69 | 69 | 69 | 69 | 69 | 69 69
ch8p6-75 75 75 | 75 | 75 | 75 | 75 | 75 | 75 | 75 | 75 | 75 | 75
ch8p22-68 68 68
ch8p22-74 74 74 74 74 74 74|74 74 74 74 74 74
ch8p22-82 82 82 | 82 | 82| 82|82 |8 |82 |82 |82 82| 82
vf336-92 92 92 92 | 92 | 92 | 92 | 92 92
vf336-124 124 124 124
vf336-135 135 135 135 135 135 135|135 135 135 135 135 135 135 135
vf179-150 150 150 | 150 | 150 | 150 | 150 | 150 | 150 | 150 | 150 | 150 150 | 150 | 150 150 | 150
vf179-154 154 154 154
vf179-138 138 138
RM339-140 140 140
RM339-144 144 144 144 144
RM339-147 147 147 147 | 147 147 147
RM339-150 150
RM339-156 156 156
RM339-160 160
RM339-182 182 182 | 182 182 | 182 | 182 | 182 182
RM201-141 141 141|141 | 141|141 | 141 141 | 141 141 | 141 141 | 141
RM201-150 150 150
RM201-156 156 156 156
RM201-159 159 159 | 159 159
RM212-110 110 110
RM212-112 112 112 112
RM212-114 114 114 114 114 114 114 114 114 114 114 114 114
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