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METODIKA PRO CHARAKTERIZACI GENETICKE DIVERSITY
ODRUD TECHNICKEHO KONOPI V CR POMOCI
MIKROSATELITNICH MARKERU

Piedmétem metodiky je postup charakterizace odrid konopi pro posouzeni genetické diverzity
a posouzeni odrudové deklarace na zakladé analyzy délkové variability mikrosatelitd (SSR-
Single Sequence Repeats) laboratofemi v praxi. Tato metoda umoznuje jednozna¢nou
identifikaci a odliSeni jednotlivych odrad technického konopi (konopi setého, Cannabis sativa
L.). Vyuziva sady vybranych primerd pro amplifikaci cilovych SSR lokust v genomu C.sativa
L. pomoci Taq polymerazy. Metoda je pouzitelna pro vzorky DNA izolované z jakékoliv ¢asti
rostliny i semen v ¢erstvém i suchém stavu. Popisuje postup a potiebné vybaveni pro provedeni

analyzy. Doporucuje zptsob hodnoceni vysledkd.

METHOD FOR THE GENERAL CHARACTERIZATION OF GENETIC
DIVERSITY OF HEMP VARIETIES
USING MICROSOFT MARKERS

The objective of the method is the process of characterization of Cannabis varieties for the
assessment of genetic diversity and the confirmation of the variety authenticity on analysis of
SSR (Single Sequence Repeats) by laboratories in practice. This method enables the unique
varieties of technical hemp (Cannabis sativa L.) to be uniquely identified and distinguished.
The protocol exploit newly established sets of selected primers for amplification of target SSR
loci in C. sativa L. genome using Taqg polymerase. The method is applicable to DNA samples
isolated from any part of the plant and seeds in both fresh and dry conditions. Describes the
procedure and necessary equipment to perform the analysis. Recommends how to evaluate the

results.
Oponenti: prof. Ing. Kartefina Demnerovéa, CSc, VSCHT Praha

Mgr. Jitka Klempova, UKZUZ Brno

Ustitedni kontrolni a zkuSebni Gstav zemédélsky vydal 11.12.2017 Osvédéeni ¢.122798/2017
a metodika byla schvalena odborem védy, vyzkumu a vzdélavani MZe pod ¢.j. 627/2018-MZE-
14152 dne 11.1.2018. Ministerstvo zemédélstvi doporucuje tuto metodiku pro vyuziti v praxi.
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.  CIL METODIKY

Cilem piedlozené metodiky je pfedstavit pro uzivatele postup, kterym lze jednoznacné
odlisit jednotlivé odridy konopi setého (C. sativum L.), které mohou byt péstovany na uzemi
CR a to s vyuzitim znalosti 0 polymorfismu DNA. Postup lze pouZit pro posouzeni variability
nebo kontrolu Slechtitelského procesu. UZivatel je seznamen s principy metody, laboratornim
postupem i hodnocenim vysledki.

Il.  VLASTNIi POPIS METODIKY

1.1 Uvod

Konopi seté (Cannabis sativum L.) se tradiéné vyuziva jako olejnina a rostlina piadna,
zafazuje se i mezi energetické plodiny. Konopi seté se na tizemi Ceské republiky péstuje jako
technicka plodina po staleti. Vzhledem k tomu, Ze konopi mize obsahovat vys$i hodnoty
psychoaktivni latek ze skupiny tetrahydrokanabinolti (THC), plati pro péstovani konopi pfesna
pravidla. Péstovani technického konopi podléha oznamovaci povinnosti ze zakona ¢.167/1998
Sb., O navykovych latkach. Ta je zakotvena v § 29 zadkona a natizuje ohlasit péstovani konopi
pfislusnému celnimu ufadu. Pé&stitelé smi osit pole vyhradn€ schvélenou odriidou konopi
setého, ktera ma kontrolovany obsah THC v suSiné€ podle norem EU. Pravidla pro piimé platby
zemé&délclim v reZimech podpory v rameci spolecné zemédélské politiky stanovi, Ze plochy
vyuzivané k produkci konopi je mozné povazovat za zpusobilé hektary pouze tehdy, pokud
obsah tetrahydrokanabinolu v pouzitych odriidach nepiesahuje 0,2 % (Natizeni Evropského
parlamentu a Rady (EU) ¢. 1307/2013). Pro ucely ¢l. 32 odst. 6 nafizeni (EU) ¢. 1307/2013 je
zpisobilost plochy vyuzivané pro produkci konopi vazana na pouziti osiva odrid uvedenych
ve ,,Spoleéném katalogu odrid druhtit zemédélskych rostlin® dne 15. biezna roku, pro ktery je
poskytnuta podpora, a zvefejnénych podle ¢lanku 17 smérnice Rady 2002/53/ES. Do Unie se
mohou dovazet semena odriid konopi urend k vysevu, u kterych je prokazano, ze obsah
tetrahydrokanabinolu v dané odridé€ nepfesahuje hodnotu stanovenou podle ¢l. 32 odst. 6 a ¢l.
35 odst. 3) natizeni (EU) ¢. 1307/2013.

Pro jednoznacné ovéieni odriadové deklarace byl vyvinut postup zalozeny na analyze
polymorfismu DNA s vyuzitim délkového polymorfismus kratkych opakujicich se sekvenci,
které jsou soucasti kazdého genomu. Ten odrdzi genetickou diverzitu v ramci skupiny
technického konopi péstovaného na tizemi CR.

Analyza genetické diverzity rostlin obecné vyzaduje metody, které jsou spolehlivé a
reprodukovatelné. Tyto vlastnosti splituji DNA markery (Nybom, 2004)). Existuje vice typa
DNA markért vétSinou zalozenych na amplifikaci vybranych usekit DNA (RAPD, SSR, AFLP,
EST SSR), hybridizaci DNA sekvenci (Southernova hybridizace), sekvenovani (podle



Sangera, NGS). Markerovaci systémy se odliSuji v obsahu mnozstvi informaci, poctu
vyslednych polymorfismu, stupni automatizace, pracnosti, opakovatelnosti a vysi finan¢nich
nakladt (Curn a Zaludova 2007). Jednotlivé aspekty byly zvaZeny a po jejich vyhodnoceni byla
zvolena s pfihlédnutim k vlastnim experimentalnim vysledkim metoda vyuzivajici délkového
polymorfismu kratkych opakujicich se sekvenci tzv. mikrosateliti (SSR zangl.. single
sequence repeats).

Metodika je vysledkem vyzkumu, nové umoznuje odlisit jednotlivé odrudy konopi
povolené pro péstovani v CR, a to u vzorktl odebranych z jakychkoliv ¢asti rostlin bez ohledu
na vegetacni obdobi a to i1 ze suchych materialii. Nové byl sestaven soubor SSR primert, ktery
takové rozliSeni nové umoziuje.

1.2 Délkovy polymorfismus mikrosateliti

Mikrosatelit je isek opakujici DNA, ve kterém se nékteré DNA motivy (v délce od 2 do
13 part bazi) opakuji, typicky 5-50 krat. Genomy eukaryontt, v¢etné rostlin, obsahuji velké
mnozstvi takovych repetitivnich DNA sekvenci (Morgante, 1993; Kejnovsky 2009; Li, 2015).
Mikrosatelity se vyskytuji v tisicich mist v genomu a dobife odrazeji genetickou odlisnost
(Brinkmann et al. 1998). Tyto sekvence maji nejvyznamnéjsi dopad na velikost genomu
(Cermak, 2008). Jejich vyuziti pro analyzu diverzity a jednozna¢né urceni druhové prislusnosti
a odridové deklarace je Siroce vyuzivané.

Pro charakterizaci délkového polymorfismus mikrosatelitt DNA se obvykle vyuziva jejich
amplifikace (namnozeni useki DNA) béhem PCR reakce s vyuzitim unikatnich sekvenci
oligonukleotidi (primerti). Sekvence primeri odpovida sekvencim DNA, které ohranicuji
mikrosatelitni oblast. Dostate¢né purifikovand DNA z analyzovaného organismu, souboru linii,
odrud je opakované denaturovana aby doslo k separaci obou fetézcii DNA, pak se ochladi a
dojde k ptipojeni primert a S vyuzitim Taq polymerazy se kopiruje Gsek analyzované DNA ve
fazi oznaCované jako prodlouZeni fetézce. Takto je moZné ziskat dostatecné mnoZstvi
amplikont (kopii sekvence nukleotidid) pro jednotlivé SSR lokusy, které jsou nasledné
separovany podle své délky a vizualizovany. Vizualizace se provadi vice zptsoby, v soucasné
dob¢ je nejvyznamnéjSi a nejrozSifenéj$i vizualizace po separaci fragmentli opatfenych
fluorescenéni znackou v kapilarni elektroforéze Zakladni schéma analyzy Obr. 1).

Vyuziti postupu bylo popsano u fady rostlinnych druhti (Varschney et al. 2005).
Validace pak spociva v opakovanych analyzach identickych materiali k ovéfeni robustnosti a
opakovatelnosti metody.



Obr. 1 Zakladni schéma analyzy odriidové pravosti konopi a hodnoceni variability
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11.3  Priprava analytického vzorku

Pro analyzu lze pouZit rostlinny material z jednotlivych rostlin nebo smésny vzorek, tj.
souhrnny vzorek pfipraveny z dil¢ich vzorki. Neni pfedmétem této metodiky uvadét zptisob
vzorkovani a pfipravu smésného vzorku.

Laboratorni vzorek je vzorek urceny k laboratornim zkouskam, uréeny k zaslani do smluvni
laboratofe. Neni predmétem této metodiky uvadét zplisob vzorkovani a pfipravy
laboratorniho vzorku. Laboratorni vzorek, musi byt pro zkousky do laboratofe predan tak,
aby nedoslo k ptipadnému ovlivnéni vysledkli zkousek nevhodnym zachazenim se vzorkem
pii skladovani a doprave.



Z laboratorniho vzorku je v laboratofi po homogenizaci a déleni pfipraven analyticky
vzorek, jehoz hmotnost je minimalné¢ 100 — 200 mg.

11.4 lzolace DNA

Pro izolaci kvalitni DNA je moZné pouzit jak listy, kvétenstvi, semena, tak i suché
casti rostliny. U listl je vhodné pouzit mladé listy. Materiél je uchovavan v PE zipovych
saccich nebo jsou listy zabaleny do alobalu a uchovavany pfi teploté -20°C nebo je lze ihned
zpracovat. Vzorky jsou doplnény popisem odriidy a datem, ptip. popisem lokality/mista
odbéru. (sloZeni roztokd, reagencie a ¢inidla, pfistrojové vybaveni je uvedeno v ¢asti I11-10)

Pro izolaci nukleovych kyselin v§eobecné je k dispozici Skala metod, kde je prvnim
krokem naruseni buné¢k rostlinného pletiva. Pro desintegraci rostlinnych bunék konopi musi byt
pouzita né¢jaka forma mechanické sily, napt. drceni tkdn€ zmrazené tekutym dusikem v tieci
misce.

Pro uvolnéni DNA z bun¢k se obecné pouzivaji detergenty (SDS — dodecylsulfat sodny,
CTAB cetyltrimetylamonium bromidem). Klyzatu je pfiddina smés chloroformu a
izoamylalkoholu. Chloroform je organické rozpoustédlo a nemisi se s vodnym roztokem
bunécného lyzatu, takze se smés rozdéli na dvé faze — horni vodnou a dolni chloroformovou.
Roztok je odstfedén a na rozhrani mezi fazemi se vytvafi bily prstenec precipitovanych
proteinti. Horni vodna faze obsahuje nukleové kyseliny.

Z vodného roztoku je DNA precipitovana piidanim koncentrovaného vymrazeného
etanolu. S nukleovymi kyselinami se srazeji i soli, které je potieba odmyt 75% etanolem.
Purifikovana DNA je po vysuSeni rozpusténa ve vodé nebo v TA pufru.

1.5 Analyza kvality a kvantity DNA

Pracovni postup analyzy DNA (sloZeni roztoki, reagencie a €inidla, pfistrojové
vybaveni je uvedeno v ¢asti 11.10)

e navazit 100 — 200 mg homogenizovaného vzorku do 2 ml mikrozkumavky

e pridat 400 pl sterilované deionizované vody, ihned po ptidani jednotlivé vzorky jemné
promichat sterilni klickou a ponechat 5 min. rehydratovat

e piidat 1,3 ml pfedehiatého na 65°C CTAB extrak¢éniho pufru a vortexovat

e piidat 10 ul RN4zy A a opatrné promichat. Inkubovat 30 min. pii teploté 65°C v blokové
lazni za stadlého opatrného michéni (nebo kazdych 10 min. promichat pfevracenim
mikrozkumavky)



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

pridat 10 pl roztoku proteinazy K, jemné promichat a nechat inkubovat 30 min.
pfi teploté 65°C za stdlého opatrného michani (nebo kazdych 10 min. promichat
pfevracenim mikrozkumavky)

centrifugace v odstiedivce 10 min. pti 12000 ot./min.

pienést po cca 600 pl supernatantu do 2 novych 2 ml mikrozkumavek, ptidat totozny
objem smési chloroform : isoamylalkohol =24 : 1 a cca. 1 minutu siln¢ tfepat

centrifugace v odstiedivce 15 min. pii 12000 ot./min. Pfenést horni (vodnou) fazi do
nové 2ml mikrozkumavky

ptidat 2 objemy CTAB precipitacniho pufru

inkubace 60 min. pii laboratorni teploté bez jakéhokoli michani

centrifugace v odstiedivce 15 min. pfi 12000 ot./min.

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

rozpustit precipitovanou DNA piidanim 450 pl roztoku NaCl a opatrné pipetou
promichat (nebo pfevracenim mikrozkumavky)

piidat 450 pl smési chloroform : isoamylalkohol =24 : 1 a cca. 1 min. dikladn€ michat
(tfepat rukou)

centrifugace v odstfedivce 20 min. pii 12000 ot./min.

pfenést horni vodni f4zi do nové 1,5 ml mikrozkumavky

pridat 0,6 objemu isopropan-2-olu, jemné promichat pfevracenim mikrozkumavky a
nechat inkubovat 20 min. pfi laboratorni teploté

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

odstranit supernatant

ptidat 500 pl roztoku ethanolu a n¢kolikrat pfevracenim mikrozkumavky promichat

vvvvvv

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

odstranit supernatant opatrnou dekantaci roztoku

vysusit pelet DNA pfi laboratorni teploté (cca.30min.) a znovu rozpoustét ve 100 ul TE
pro PCR pii teploté 4°C min. 24hodin.
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1.6 Kontrola kvality DNA

Kvalita izolované DNA, ktera je pro dal$i analyzy kliCovd, se stanovuje separaci na
agaréozovém gelu (fragmentace a hruby odhad kvantity) a spektrofotometricky (kvantita,
kvalita, zastoupeni interferujicich latek).

Pracovni postup kontroly kvality DNA (sloZeni roztokd, reagencie a €inidla,

pfistrojové vybaveni je uvedeno v ¢asti 11.10).

Spektrofotometricke stanoveni

Podle poctu vzorki se pripravi navazka agar6zy. Pro objem 70ml 1xTAE je navazka agardzy

0,56 g a objem ptidaného ethidium bromidu 0,7pul.

na analytickych vahach se navazi na vaZzence potfebné mnozstvi agardzy

navazena agardza se prevede do Erlenmayerovy barky 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, pifida se k roztoku agardézy pozadovany
objem ethidium bromidu a roztok se necha jesté cca 1 minutu michat

tekuty roztok agar6zy se nalije do formy na gel ve kter¢ je hiebinek a nechd se
vychladnout

po vychladnuti a ztuhnuti gelu se opatrné vyjme hiebinek, v gelu ziistanou jamky pro
nanaseni vzorkl

Vzorky se na pfipraveny gel nanesou podle nasledujiciho pracovniho postupu:

z roztoku izolované DNA se odebere 1 pl, k ni se ptida 7 pl sterilni deionizované vody
a3 ul 6 x Loading Dye Solution

pfipraveny elektroforeticky gel se vlozi do elektroforetické vany a prevrstvi se (cca 5
mm) 1 x TAE pufrem

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

elektroforéza probihé cca 60 — 90 minut pti 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 stupei jeho degradace.
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e Koncentrace DNA vzorku je méfena spektrofotometrem. Optimalni koncentrace pro
dal3i analyzy je 50 ng/ul. Vyssi koncentrace DNA se fedi TE pufrem. Cistota izolované
DNA z hlediska kontaminace bilkovinami se ziskd zméfenim poméru absorbanci pfi
vlnovych délkach 260 a 280 nm (Aze0/A280), pii které maji absorpéni maximum
bilkoviny. Hodnota tohoto poméru je optimalni, pokud se pohybuje v rozmezi 1,7-1,9.

Vzorky DNA jsou naifedény H2O na pracovni koncentraci 50 ng/ul a pouzity pro dalsi analyzy.

1.7  Amplifikace cilové sekvence mikrosatelitu

Cilova sekvence (SSR) se amplifikuje ze specifického lokusu genomu analyzovaného
materialu pomoci fluorescenéné znacenych primert (viz. Tab. 3) a Taq polymerazy v cyklické
reakci. Obvykle se ptipravi 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 vzorkd. Pti
vypoctu prislusnych objemt je potieba pocitat také s malou rezervou na ztraty pifi pipetovani.
Po smichani vSech slozek je mastermix rozpipetovan v objemu 14 pl do tenkosténnych
mikrozkumavek a do kazdé z nich je posléze pfidan 1 pl roztoku genomické DNA analyzované
odrudy (koncentrace 50 ng /ul). Slozeni reakéni smési, viz. Tab. 1

Tabulka 1 Slozeni reakéni smési pro amplifikaci specifickych SSR amplikont

Komponenta Objem (ul)
Par SSR primerd (5uM) 1,0

pufr (BioTools) 1,5

MgCI2 (15mM) 0,6
dNTP(2,5uM) 1,0

Tth polymeraza (BioTools) (5U/ul) 0,2

DNA (templat) — 50 ng/ul 1

H20 9,7
Celkovy objem 15

Mikrozkumavky jsou po naplnéni reakéni smési protiepany a centrifugovany. Pak
jsou umistény napiiklad do termocykleru Veriti™ Thermal Cycler nebo jakéhokoliv
ekvivalentniho. PCR reakce sestava z nasledujicich kroka (Tabulka 2):

Tabulka 2: Teplotni profil a trvani jednotlivych krok amplifikaéni reakce

Krok: Teplota (°C) Cas (s)
1. Aktivace polymerazy | 95 300
2. Amplifikace
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-denaturace 95 5
- nasedani
- prodluzovani Uvedeno v tab. 3 pro 30
jednotlivé SSR primery
Opakuje se 35x
72 40
Dokonceni amplifikace 72 600
Uskladnéni 4/-20 pies noc/do zpracovani

Tabulka 3: Piehled analyzovanych SSR lokusi, sekvence primert specifickych pro jednotlivé
lokusy, teplota nasedani primert (T), délka klonovaného mikrosatelitu (D), literarni odkaz

. .| Velikost
i . Yo .. Annealingova .
Nazev SSR Sekvence primeri (5°-3") a pouzity klonované .
teplota Autori
markeru fluorofor T (°C) alely
D (bp)
. FAM™- _
ANUCS206 TCCAATAAGATTTCACAGTCG 54 167 | Cilmoreand
Peakall (2003)
R |TAACGGGTTCTTTGGGTATT
£ | NED- _
ANUCS501 AGCAATAATGGAGTGAGTGAAC 54 9 S"nﬁoﬁe ;833
R |AGAGATCAAGAAATTGAGATTCC cakall (2003)
£ | NED- _
ANUCS306 ACTATTACTAAGCCTCCTCATCA 54 95 S'”Eolrle ;ggs
R |GTGGTAGTCTCATTGTTGGTG eakall (2003)
F |FAM-TAATCAACAATGACAATGGC -
ANUCS303 52 147 | Gilmoreand
R |GATTAAGGTCCTCGACGATA Peakall (2003)
F |[VIC-AGATGGTGTTGGGTATCTTT -
ANUCS308 54 186 | ClImoreand
R |TGGTGCAGGTTTATACAATTT Peakall (2003)
FAM- .
F F primer: Valverde
1528 TTGTCTAGTGCCTTTGTCATGC - 285 etal. 2014: R
R | TCATGAGTACTTGGCTGATGATGG primer: Kucera L.
£ |VIC-
3735 TGTCCTTAGCTAGTTGATTCTGTG 60 75 Kucera L.
R |ATCGCACCCACAGGTTAGTA
F | NED-CCAGAGCTTGTGGATCTCCT Valverde et al.
5159 58 325 2014; F primer
R |AGTACGAAAGGGCACTGAGG upraven
£ | NED-
9043 AAGCTCGATGTCATCTCTACAC 60 175 Valverde et al. 2014
TGCTCAATGCCTTATTCATGCT
VIC-CCCAAACTACTGTTTGTGCC Valverde et al.
9269 60 121 2014; R primer
R |[TTGCACGTGATGTTAGATCC upraven
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FAM-
F Gaoetal. 2014, F
CANO0051 AGCAACCCAAMAGAGCTGAGAG 60 293 primer upraven, R
R | TCAGCAAGGTGAGTACACGG pimer upraven
F FAM-
CANO0026 AGGAGCAGAACAAAATGGAG 60 225 Gao et al. 2014
R | TAAACCGGGTCAACCATACT
F |VIC-TCCAAACCCAACAACACAAC
CANO009 60 120 Gaoetal. 2014, F
R | TCGATCAAGCCATGAGAGTT upraven, R upraven
F |FAM-CTCACTGAACGAACGATTTG tal 2014. R
CAN0033 60 p9o | CGRoetal 2014,
R |CAGTTGGACTACTCTCGCT primer upraven

* - pouzity fluorofor (FAM: 6-karboxyfluorescein; VIC™: NED™)

1.8  Separace fragmentii

Analyza PCR produkti kapilarni elektroforézou

Pfi studiu mikrosatelitnich oblasti genomu konopi je analyzovano celkem 14 lokusi. Produkty
amplifikace jsou separovany elektroforeticky metodou kapilarni elektroforézy naptiklad na
ptistroji ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems) pro stanoveni jejich délky.

Priprava vzorkii pro fragmentacni analyzu:

Pied separaci v kapilarni elektroforéze je tieba vzorky denaturovat. Do mikrodesticky se do
kazdé jamky napipetuji nize uvedené komponenty (Tabulky 4)

Tabulka 4: Slozeni denatura¢ni smési pro analyzu vzorkd v kapilarni elektroforéze

Komponenty reakéni smési Objem (pl)
Formamid 10
L1Z500 Size Standard 0,5
3 PCR produkty, kazdy o objemu 0,5

Tti produkty PCR oznacené odlisnou fluorescenéni znackou mohou byt pipetovany do shodné
zkumavky, podle tab. 3. Vzorky se pied analyzou denaturuji inkubaci 7 minut pii teploté 94
°C a nasledné rychlym zchlazenim na teplotu 4°C.

Analyza PCR produktii v pristroji ABI PRISM 3130

Jako interni velikostni standard se pouziva LIZ 500 pro kombinaci primerti fluorescencné
znac¢enych (6-FAM, VIC, NED). Vzorky pro analyzu jsou pfipravovany do jamek desticek
(uréenych pro pouziti v piistroji ABI PRISM 3130).

Pfistroj je pro fragmentacni analyzu piipraven podle navodu vyrobce, jeho popis neni
predmétem této metodiky. Kapilara naplnéna odpovidajicim polymerem dle navodu vyrobce a
pfistroj je nastaven na analyzu fragmentl. Zaznamy se zapisuji v paméti fidiciho pocitace.
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1.9  Vyhodnoceni elektroforetogrami

Profily SSR markerq, resp. délky amplifikovanych useki v poctu bazi, se zaznamenavaji behem
analyzy v PC. Po analyze se zkontroluje kvalita signali (min. vyska stanovena pro individudlni
lokusy podle popisu vyrobce). Po kontrole se vyhodnocuji profily pomoci specializovaného
programu GeneMapper v 3.7. nebo ekvivalentnim programem. Vysledkem analyzy jsou tidaje
0 velikosti jednotlivych fragmentti udavané v parech bazi. Primérni data se dale pfevadéji do
binarni matice a statisticky se zpracovavaji pro odhad diverzity vhodnym programem
(DARwin, PCA). Pro hodnoceni odridové deklarace se ztotoznuji profily vzorku s profily
znamych standardi (referen¢nich odrad).

11.10 Potiebné technické vybaveni a ¢inidla

Analyticka vaha

Fotodokumenta¢ni zafizeni
Elektromagnetické michadlo

Eppendorf Thermomixer

Erlenmayerova barka, 500 ml

Ethidium bromid

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

Laboratorni parni sterilizator

Magnetick4 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

Spektrofotometr

Spi¢ky na automatické pipety

Termocykler pro PCR Veriti™ Thermal Cycler
Tteci misky a tloucky

Vazenky

Vortex

Zatizeni na horizontalni elektroforézu

Zdroj k elektroforézdm

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 potiebné nasledujici roztoky a chemikalie:

e Agardza
e tekuty dusik
< CTAB EXTRAKCNI PUFR:

10 g CTAB

41g NaCl

7,875 g Tris- HCI

3,75 g Na2EDTA

vse se doplni do objemu 500 ml H20, pH roztoku se upravi na 8

®,

% CTAB PRECIPITACNI PUFR:

259 CTAB

1,25 g NaCl

vSe se doplni do objemu 500 ml H>O, pH roztoku se upravi na 8

e 12M 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.
e 10 mg/ml RNase A:

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

% TE PUFR:

10 mM Tris 2,5 ml 1 M roztoku o pH 8,0

1 mMEDTAO05ml 0,5M roztok o pH 8,0

H20 do 250 ml

e sm¢s chloroform: isoamylalkohol (24:1)
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e 99 % roztok isopropanolu - vymrazeny
e 70 % roztok etanolu

% 1xTAE PUFR

TRIS baze (s) 4,8 g 0,48% roztoku

ledova CH3COOH 1,5ml 0,5M

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

H.O do1000ml

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

e Syntetické oligonukleotidy - primery specifické pro dany druh rostliny (viz Tabulka
¢.3)

e dNTP

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

e Formamid

e LIZ500 délkovy standard

I1l.  ZHODNOCENI FINANCNI, CASOVE A KAPACITNI NAROCNOSTI

Pracovni postup zahrnuje extrakci DNA, PCR reakce a naslednou detekci velikosti
produkttl pomoci fragmentaéni analyzy. Casové a pracovné naroéna je extrakce DNA pouZitim
CTAB metody, ale je levnéj$i nez extrakce pouzitim kitu. Fragmentani analyza 14
mikrosatelitnich lokust u 20 vzorkt konopi (dvé paralelni izolace DNA ze vzorku; negativni
kontroly; referen¢ni vzorky; pocéet pozic v PCR desticce: 96), trva cca 7-14 dnt. Vysledky
fragmentacnich analyz jedné desticky jsou k dispozici za 24 hod. Odborné néro¢néjsi cast
analyz pfedstavuje vyhodnoceni vysledkt, které zahrnuje identifikaci a vyhodnoceni
pritomnosti amplikonti (alel SSR lokusit) programem GeneMapper 3.7 a nasledné porovnani se
vzornikem alel referen¢nich odriid zkusenym pracovnikem. Cena analyzy jednoho vzorku
konopi vSemi markery, vcetn€ izolace DNA a analyzy v pfistroji ABI PRISM 3130, ¢ini
ptiblizn¢ 10.000,-K¢ (zahrnuje DPH). Ceny analyz ovliviiuyje kurz US dolaru, aktualni ceny
chemikalii a spotfebniho materialu a po¢tu analyz v jedné sérii.
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Pro zavedeni metodiky do praxe je tfeba pocitat s nadklady na verifikaci metody na
daném pracovisti. Naklady na izolaci DNA 50 vzorka 5000 K¢, standard pro analyzu 20 000
K¢, naklady na pofizeni SSR primert 42 000 K¢, naklady na analyzu vzorku ve stroji 23 000
K¢ a na ostatni materidl. Primery, analyza ve stroji jsou materidly, které se na verifikaci
nezuzitkuji vSechny a mohou byt pouzity v naslednych analyzéach. Jejich mnozstvi zavisi na
nutnosti opakovani neékterych analyz pti zavadéni metody. Naklady na zavedeni metody bez
zapocteni osobnich nakladi, které se mohou lisit a Ize je odhadnout na 100 000 K¢.

IV. PREDNOSTI METODY A MOZNOSTI RUTINNIHO VYUZITI

Ptednosti metody analyzy mikrosatelitt je, Ze je dobte aplikovatelnd pro rutinni vyuziti
a ma vysokou mirou reproducibility. SSR markery se ukazaly byt pfesné a vykazujici stejné
vysledky pfi jednotlivych opakovanich experimentu, coz potvrzuji 1 néktefi autofi (Jones et al.,
1997), kteti sledovali reprodukovatelnost metod zalozenych na DNA markerech, i naSe
vysledky (Mitrova et al. 2017, v tisku).

Analyza mikrosatelitii se pouziva rutinné 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 odrtidové pravosti rostlin (Igbal
et al. 2010; Iquebal et al. 2013; McGregor et al. 2000).

Zatim nebylo mozné validovanou metodou hodnotit ptislusnost k jednotlivym odriidam
technického konopi péstovanych v CR a to nejen v polnich hodnoceni, ale z jakékoliv ¢asti
rostlinného materialu, osiva.

vvvvv

ptibuznosti povolenych odrid, hodnoceni genetickych zdroji a S$lechtitelskych materiala
konopi.

V.  POPIS UPLATNENI METODIKY

Technologicky pokrok v oblasti molekularni genetiky umoznil vyzkumnému tymu
navrhnout DNA markery (SSR markery) vhodné pro charakterizaci vnitrodruhové genetické
diverzity.

Metodika ptedstavuje soubor optimalizovanych metod a postupt, na jejichz zaklad¢ 1ze
provadét rutinni analyzy SSR markertt u odrid konopi. Vystupem analyzy jsou pak
amplifikované fragmenty DNA (délkové alely SSR markert), které se pouZiji pro charakterizaci
jednotlivych vzorkd, stanoveni genetické diverzity, anebo ur¢eni odridové pravosti U konopi
setého.
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Uzivateli této metodiky mohou byt organy statni spravy (UKZUZ, SZPI), kontrolni a
soukromé laboratote v CR, stejné jako péstitelé konopi. Je mozné ji vyuZivat v b&znych
molekularné-genetickych laboratofich a to jak v akreditovaném systému, tak pro vyzkumné a
vyvojové ucely.

VI. EKONOMICKE PRINOSY

Naéklady na zavedeni postupti uvedenych v metodice v zatizené laboratofi jsou akceptovatelné.
Jedna se o naklady na reagencie, enzymy, plasty nebo fluorescenéné znacené (300 K¢ na reakci
K¢ na primerovy par a dale naklady na akreditaci metody ve zkusebnich laboratotich (poplatky
akreditaénimu organu).

Uzivatel ziskd ekonomicky pfinos (1) za komer¢ni provadéni analyz laboratofemi (5000
K¢/vzorek), (2) dovozci, prodejci osiv, farmati i vykup za konfirmaci odradové deklarace u
partii osiva a produktu. V tomto ptipadé jde pfedevsim o snizeni rizika ztrat v disledku postiht
ze strany statnich organt pfi pouziti neschvalenych odrid. V tomto piipad¢ jde predevs§im o
snizeni rizika ztrat v disledku postihti ze strany statnich organt pii pouZiti neschvalenych odrad
(pokuty 100 000 K¢ dle §37 pis.a) az 1 000 000 K¢ dle §37 pis.b) zakona ¢.167/1998 Sb.) i
snizeni ztraty z vypéstované, ale neuplatnéné produkce (23 000 K¢/ha).

Je ztejmé, ze zavedeni postupu pro kontrolu produkce konopi je vysoce vyznamné.
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