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Abstrakt:

Piedmétem metodiky je postup pro uréeni potravinaiskych odriid maku setého péstovanych v CR pro trh
podle parametrii ¢eské cechovni normy ,,Cesky modry mak®. Metodika je zaloZena na analyze délkového
polymorfismu sady mikrosateliti (SSR - Simple Sequence Repeats). Postup je vyuzitelny zkusebnimi
laboratofemi v praxi pro kontrolu pravosti odrid. Rovnéz je mozné metodiku vyuzit pro skrining komodit
ve spotiebni siti. Metodika umoziuje, pomoci navrzeného postupu, odliSit potravinaiské odridy maku
setého od jinych genotypt a odrid. Sada generuje DNA profily, které jsou typické pro jednotlivé odrudy.
Podstatou postupu je amplifikace tsekid genomu obsahujici dané mikrosatelitni lokusy pfi pouZiti
specifickych, fluorescencné znacenych primert a nasledna analyza délky produkti PCR. Metodika nové

prinasi unikatni soubor diagnostickych SSR markerd, postup hodnoceni a interpretace vysledki.

Kli¢ova slova: Cesky modry mak, kontrola pravosti, DNA profily, délkovy polymorfismus

Abstract:

The purpose of this methodology is the procedure for the determination of poppy food varieties cultivated
in the Czech Republic for the market according to the parameters of the Czech Guild Standard “Czech
Blue Poppy”. The methodology is based on the analysis of microsatellites (SSR - Simple Sequence
Repeats) length polymorphism. The procedure can be used by testing laboratories in practice to determine
the authenticity of poppy varieties cultivated in the Czech Republic. The methodology is applicable for
commodity screening on the market. The procedure allows using the proposed protocol to distinguish food
varieties of poppy from other genotypes and varieties. The set of SSR markers generates unambiguous
DNA profiles that are typical for each variety. The principle of the procedure is to amplify regions of the
genome containing given microsatellite loci using specific, fluorescently labeled primers and subsequent
analysis of the length of PCR products. The methodology newly introduces a unique set of diagnostic SSR

markers, evaluation procedure and interpretation of results.

Key words: Czech blue poppy, authenticity verification, DNA profiles, length polymorphism
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1 CIL METODIKY

Cilem ptedlozené metodiky je ptfedstavit pro uzivatele postup, kterym lze jednoznacné odlisit
jednotlivé odridy maku (P. somniferum L.), které jsou péstovany na uzemi CR a to s vyuzitim znalosti
0 polymorfismu DNA v mikrosatelitnich oblastech genomu. Postup 1ze pouzit pro identifikaci odrad,
pro posouzeni variability nebo kontrolu §lechtitelského procesu. Taktéz ho lze aplikovat na komoditu
na trhu ke zjisténi/vylouceni pfitomnosti jinych genotypid. Uzivatel je seznamen s principy metody,

laboratornim postupem i hodnocenim vysledkii.

2 VLASTNI POPIS METODIKY

2.1 Vyznam maku setého

Mak je jednoleta bylina, ktera se dnes vyuziva v potravinaiském a farmaceutickém primyslu.
Patii do celedi Papaveraceae a ma fadu ptibuznych druht. Je zdrojem fady cennych alkaloidii zjm.
opiatd, které se vyuzivaji pro farmaceutickou vyrobu. Ve sttedomoii a na blizkém vychod¢ se mak
péstuje po tisicileti, kam se rozsifil ze své domoviny ve vychodni a sttedni Asii.

Mak se tradiéné péstuje i v CR a dnes je lukrativnim exportnim artiklem (Vasak, 2008), i kdyz
jeho péstovani je v mnoha zemich zakazano. Také v CR je péstovani maku regulovano, a to zdkonem
o navykovych latkach ¢. 167/1998 Sb. - platny od 1. 1. 1999 - je stanovena ohlasovaci povinnost osob
péstujicich mak a konopi. V piipad¢ maku pro osoby péstujici méak sety na celkové plose vétsi nez 100
m?.

V osevnich plochach dochazi k oscilaci velikosti ploch. V marketingovém roce 2008/09 doslo
ke snizeni ploch osetych makem na 18,4 tis. ha, v marketingovém roce 2012/13 doslo ke zvyseni. Diky
rustu cen maku v roce 2017/18 vzrostly také péstebni plochy na 32,6 tis. ha. V marketingovém roce
2018/19 se predpokladda pokles osevnich ploch na 26,6 tis. ha. Celkovéa produkce semene méku se
ptedbézné odhaduje na 13,8 tis. t pfi primérném vynosu 0,52 t/ha (LiSka, 2018).

Nejpopularnéjsi je tzv. modry mak, ktery ma zarucovat kulinafské a chut'ové vlastnosti semen.
Také se podarilo vyslechtit celou fadu zajimavych, pfedevs§im bélosemennych odrid pod nédzvy Sokol,
Racek, Orel nebo odridu s okrovou barvou semene Redy. Z odrid ceského modrého méku jsou
péstované napi. Orfeus (2009), Orbis (2012), Aplaus (2014), Opex (2015), Onyx (2016).

Semena téchto tzv. potravinaiskych mak, tj. maka s nizkym obsahem alkaloidl se vyuZzivaji
V potravinafstvi, také se z nich lisuje olej pro potravinaiské, kosmetické i technické pouziti. Makovina

pak byva zdrojem opiovych alkaloidi. Mak sety jich mliZe obsahovat vice nez 40 odlisnych typt. Proto



je tfeba uvést 1 vyuziti tzv. vysokoobsahovych méka vyuzivanych i pro nelegalni vyrobu drog. Ve
svété se mak, resp. makovina pouziva pro vyrobu 1é¢iv na bazi opiovych alkaloidii (Liscombe a
Facchini, 2008; Labanca et al., 2018). Cenné alkaloidy (morfin, kodein, papaverin aj.) se staly
vyznamnou surovinou k vyrobé 1€kt.. Vzhledem k tomu, zZe tyto alkaloidy se ziskavaji z makoviny,
semena jsou pro farmaceuticky prumysl nevyznamna. Po urcitych tipravach vSsak mohou byt vyuzity
V potravinafstvi a ptedstavuji problém pro domaci vyrobu. Chut'ove jsou nekvalitni a mnohdy obsahuji
nadlimitni mnozstvi alkaloidu.

V soudasné chvili se musi ¥idit sloZeni komodity a vyrobki na trhu v CR Ceskou cechovni
normou ,,Cesky modry mak“. Ta dovoluje vyuZivat semena jednolet¢ formy maku setého
modrosemenného (Papaver somniferum L.), olejného typu, ziskdvana z potravinaiskych odrid
registrovanych v CR (aktualn& zapsanych ve Statni odriidové knize), a navic odrid Major, Opal,
Gerlach, Orfeus, které nejsou vyjmenované ve Statni odridové knize
http://eagri.cz/public/web/file/625876/ 32018_02.pdf.

To znamena4, Ze na trhu se mohou objevit pouze maky a vyrobky z nich, které obsahuji uvedené

odridy. Proto jsme se zaméfili na vyvoj postupu, pomoci kterého 1ze odrady identifikovat.
2.2  Délkovy polymorfismus mikrosatelitt

Jakykoliv organismus lze urc€it na zaklad¢ souboru jeho morfologickych charakteristik, souboru
metaboliti a fyziologickych parametri. Bylo jednoznaéné prokazano, Ze pro ovéfeni identity
jakéhokoliv organismu jsou vhodné postupy zaloZzené na analyze polymorfismu nukleovych kyselin
(Bohme et al., 2019). Postupy musi byt jasné popsany, musi byt opakovatelné, robustni a specifické.

V soucasné dobé se vyuzivaji postupy zalozené na analyze délkového polymorfismu useka
nekodujicich sekvenci 1 gent (mikrosatelity — SSR, AFLP), bodové mutace a kratké mutace in/del
(SNP) piipadné polymorfismus delSich usekl (sekvenovani podle Sangera nebo NGS). Zvyse
uvedenych postupi byla pro rozlieni rostlinnych materiali vybrana metoda analyzy kratkych
opakujicich se sekvenci (mikrosatelith — SSR). Tato metoda je pfesnd, opakovatelnd a dostatené
robustni. Analyza probihd v bézné kapildrni elektroforéze, které je dostupnd v kontrolnich laboratotich
(Jamali et al., 2019). Alternativu v dnesni dobé predstavuje sekvenovani piisti generace (Next
Generation Sequencing - NGS), které vyzaduje novy pfistroj, zvySené naroky na obsluhu, ma fadu
kroku a je tieba bioinformatickych analyz. Zatim se vyuziva pro identifikaci bakterialnich kontaminant
ve vzorcich (Nyborn, 2004; Curn a Zaludova 2007),

Vzhledem Kk vlastnostem jednotlivych metod a naroky na jejich aplikaci (technické vybaveni,
zkusenost personalu) a interpretaci byla zvolena metoda vyuzivajici délkového polymorfismu kratkych
opakujicich se sekvenci tzv. mikrosatelitt (SSR z angl. simple sequence repeats).
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Mikrosatelit je usek DNA, ve kterém se n¢které DNA motivy v délce od 2 do 13 pari bazi
opakuji az 50 krat. Genomy eukaryontt jSou na obsah takovychto repetitivnich DNA sekvenci bohaté
(Morgante a Oliviery, 1993; Kejnovsky et al., 2009; Garrido-Cardenas et al., 2018). Mikrosatelitnich
lokusi se ve eukaryotnim genomu vyskytuji tisice a dobie odrazeji genetickou odlisnost (Brinkmann
et al., 1998). Tyto sekvence maji nejvyznamnéjsi dopad na velikost genomu (Cermak et al., 2008). Pro
charakterizaci délkového polymorfismus mikrosatelitit DNA se obvykle vyuziva jejich amplifikace
(namnozeni tsekt DNA) béhem PCR reakce s vyuzitim unikatnich sekvenci oligonukleotid
(primertt). Takto je mozné ziskat dostatecné mnozstvi amplikont (kopii sekvence nukleotidli) pro
jednotlivé SSR lokusy, které jsou nasledné separovany podle své délky a vizualizovany. Zakladni
schéma analyzy Obr. 1). VyuzZiti postupu bylo popsano u fady rostlinnych druhd (Varschney et al.,
2005; Korir et al., 2013).
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Obr. 1 Zakladni schéma postupu analyzy méku a interpretace vysledk
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2.3 Priprava laboratorniho vzorku

Pro analyzu lze pouzit rostlinny materidl z jednotlivych rostlin nebo smésny vzorek, tj.
souhrnny vzorek pfipraveny z dil¢ich vzorkli. Neni pfedmétem této metodiky uvadét zplsob
vzorkovani a pfipravu smésného vzorku. Laboratorni vzorek, musi byt pro zkousky do laboratofe
pfedan tak, aby nedoSlo k pfipadnému ovlivnéni vysledkli zkousek nevhodnym zachdzenim se

vzorkem pfi skladovani a dopravé.



Z laboratorniho vzorku je v laboratoii po homogenizaci a déleni pfipraven analyticky vzorek,

jehoz hmotnost je minimalné 100 — 200 mg.
2.4 1zolace DNA maku

Pro izolaci nukleovych kyselin je vSeobecné k dispozici skdla metod, kde je prvnim
krokem rozruseni (lyze) bun¢k rostlinnych pletiv. Pro rozruseni rostlinnych bun¢k méku s
bunécnou sténou musi byt pouzita n¢jakd forma mechanické sily, naptf. drceni pletiva
zmrazeného tekutym dusikem v tfeci misce. DNA lze izolovat z jakéhokoliv pletiva rostliny
maku. DNA lze izolovat i z makovych semen nebo mletého produktu s vyuzitim obdobnych

postupd.

Béhem izolace je nutné vzorek homogenizovat, rozrusit buné¢né stény a odstranit i
polysacharidy extrakci cetyl trimetyl amonium bromidem (CTAB). Latky rozpustné
v organickych rozpoustédlech se odstrani smési chloroform:izoamyl alkohol. DNA se pak
precipituje etanolem v pfitomnosti jednomocného kationtu. S nukleovymi kyselinami se srazeji
i soli, které je potfeba odmyt 75% etanolem. Purifikovana DNA je po vysuSeni rozpusténa ve

vodé nebo v TE pufru.

2.5 Analyza kvality a kvantity DNA

Pracovni postup analyzy DNA (sloZeni roztoki, reagencie a Cinidla, piistrojové vybaveni je

uvedeno v ¢asti 11.10)

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

e piidat 400 pl sterilované deionizované vody, ihned po pridani jednotlivé vzorky jemn¢ promichat

sterilni klickou a ponechat 5 min. rehydratovat

e pfidat 1,3 ml pfedehfatého na 65°C CTAB extrak¢éniho pufru a protiepat (vibracni tiepacka)

e pridat 10 pl RNazy A a opatrné promichat. Inkubovat 30 min. pfii teploté 65°C v blokové 1dzni za

stalého opatrného michani (nebo kazdych 10 min. promichat pfevracenim mikrozkumavky)

e pridat 10 pl roztoku proteinazy K, jemné promichat a nechat inkubovat 30 min. pfi teploté 65°C

za stalého opatrného michéani (nebo kazdych 10 min. promichat pfevracenim mikrozkumavky)

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

e prenést po cca 600 pl supernatantu do 2 novych 2 ml mikrozkumavek, pfidat totoZzny objem smési

chloroform : isoamylalkohol =24 : 1 a cca. 1 minutu silné tfepat

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

mikrozkumavky

e piidat 2 objemy CTAB precipita¢niho pufru

e inkubace 60 min. pfi laboratorni teploté bez jakéhokoli michani

e centrifugace v odstfedivce 15 min. pti 12000 ot./min.
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e pipetou odstranit supernatant (popt. opatrné vylit) — pelet nemusi byt viditelny

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

e pfidat 450 pl smési chloroform : isoamylalkohol = 24 : 1 a cca. 1 min. dikladn¢ michat (tfepat
rukou)

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

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

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

e centrifugace v odstfedivce 15 min. pti 12000 ot./min.

e odstranit supernatant

e piidat 500 pl roztoku ethanolu a nékolikrat prevracenim mikrozkumavky promichat (toto je

vvvvvv

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

e odstranit supernatant opatrnou dekantaci roztoku

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

2.6  Kontrola kvality DNA

Kvalita izolované DNA, kterd je pro dalsi analyzy kliCova, se stanovuje separaci na
agarozovém gelu (fragmentace a hruby odhad kvantity) a spektrofotometricky (kvantita, kvalita,
zastoupeni interferujicich latek).

Pracovni postup kontroly kvality DNA (slozeni roztoki, reagencie a cCinidla, pfistrojové

vybaveni je uvedeno v ¢asti 11.10).

Gelova elektroforéza DNA

Podle poctu vzorkl se ptipravi navazka agardzy. Pro objem 70 ml 1XTAE je navazka agardzy

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

e na analytickych vahéch se navazi na vdZence potiebné mnozstvi agarozy

e navazena agar6za se prevede do Erlenmayerovy baiiky a zalije se potfebnym objemem 1 x TAE
pufru a v mikrovlnné troubé se roztok piivede k varu

e banka se postavi na elektromagnetickou michacku a vlozi se do ni michadélko. KdyZ teplota
roztoku v barfice klesne na cca 60°C, pfida se k roztoku agarézy pozadovany objem ethidium
bromidu a roztok se necha jesté cca 1 minutu michat

e tekuty roztok agardzy se nalije do formy na gel ve které je hiebinek a necha se vychladnout

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

Vzorky se na ptipraveny gel nanesou podle nasledujiciho pracovniho postupu:
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z roztoku izolované DNA se odebere 1 pl, ptenese se do nové mikrozkumavky a prida se 7 pl
sterilni deionizované vody a 3 ul 6 x koncentrovaného nanaseci pufr (Loading Dye Solution),
celkovy objem je 11 pl.

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

do prvni a posledni drahy se nanese 6 pul délkového standardu lambda HIND III a do dalSich drah
se nanasi vzdy 11 pl kazdého vzorku

elektroforéza probiha cca 60 — 90 minut pti 30 V

po ukonceni elektroforézy se gel vizualizuje pomoci UV zareni ve fotodokumenta¢nim zatizeni.
Srovnanim pozice DNA s pozici délkového standardu je pak ur€en stupent degradace DNA.

Koncentrace DNA vzorku je métena spektrofotometrem. Optimalni koncentrace pro dal$i analyzy
je 50 ng/ul. Vyssi koncentrace DNA se fedi TE pufrem. Cistota izolované DNA z hlediska
kontaminace bilkovinami se ziska zmétenim poméru absorbanci pti vinovych délkach 260 a 280
nm (A260/A280), pti které maji absorpéni maximum bilkoviny. Hodnota tohoto poméru je
optimalni, pokud se pohybuje v rozmezi 1,7-1,9.

Vzorky DNA jsou natfedény H>O na pracovni koncentraci 10 ng/ul a pouzity pro dalsi analyzy.
Amplifikace cilové sekvence mikrosatelitu

Cilova sekvence (SSR) se amplifikuje ze specifického lokusu genomu analyzovaného

materialu pomoci fluorescenéné znacenych primeri a Taq polymerazy v cyklické reakci (Tabulka 2).

Obvykle se ptipravi reakéni smés sestavajici z tzv. mastermixu a cilové DNA.

Mastermix pro SSR reakci je piipraven z chemikalii, které jsou uvedeny nize. Celkove je

pripraveno mnozstvi, které odpovida predpokladanému poctu analyzovanych vzorka. Pii vypoctu

prislusnych objemu je potfeba pocitat také s malou rezervou na ztraty pii pipetovani. Po smichani

vSech slozek je mastermix rozpipetovan v objemu 9 pl do tenkosténnych mikrozkumavek a do kazdé

z nich je posléze piidan 1 pl roztoku genomické DNA analyzované odridy (koncentrace 10 ng /ul).

Slozeni reak¢ni smési (Tabulka 1).

Tabulka 1 Slozeni reak¢éni smési pro amplifikaci specifickych SSR amplikont

Komponenta Objem (pul)
Péar SSR primert (2uM) 1,0

2x Multiplex PCR Master Mix 50
(Qiagen Multiplex PCR Plus Kit)

templatova DNA (10ng/ul) 1,0
RNase-Free H20 3,0
Celkovy objem 10,0

Mikrozkumavky jsou po naplnéni reakéni smési protiepany a centrifugovany. Poté jsou

umistény napiiklad do termocykleru Veriti™ Thermal Cycler nebo jakéhokoliv ekvivalentniho

piistroje. PCR reakce sestava z nasledujicich krok (Tabulka 2):




Tabulka 2: Teplotni profil a trvani jednotlivych krok amplifika¢ni reakce

Krok: Teplota (°C) Cas (s)
1. Aktivace polymerazy 95 600
2. Amplifikace

- Denaturace 94 30

- Nasedani Uvedeno vtab. 3 pro | 90

jednotlivé SSR primery
- Prodluzovani 72 60
Opakuje se 35 x

Dokonceni amplifikace 60 4800
Uskladnéni 4/-20 Ptes noc/do zpracovani

Seznam fluorescencné znacenych primert je uveden v Tab.3.

Tabulka 3: Piehled analyzovanych SSR lokust, sekvence primert specifickych pro jednotlivé
lokusy, teplota nasedani primert (Ta), velikost klonovanych alel (D)

L Sekvence forward Velikost
Nézev . v Sekvence reverse . *
markeru primeru a pouzity rimeru klonovanych alel Ta°C
fluorofor P D (bp)
opESTozs | SFAM*CGT GAG AAG | TCG TTC ACT GAG TTC gi ig? Eg illg cooc
CTA GAA CAG AAA GA TGATAT GA SVEEy e
175, 185, 186, 189
VIC*-GGG TTC TTT » 185, 186, 189,
OPESTO48¢c | TGT TCTACTTCTTTC | AAGGIGTCGGIG | 192,195 198,201, | (0
< CCC AGC 204
opEsToste | NED*TCAATACCC gittct tTC AAG ACA | 147 1531’61256’ 159, cooc
ACA AAA GGA GGA | AAG AAA CCA AGC CA
PET*AGT AAA ACG 101, 221, 224, 227
CGT TTT TCT ACA , 221, 224, 221, .
OPESTOBL | ATCCGTACCTAC | ool TLTTETACA " 530,233 236 60°C
CTG A
262, 264, 260, 273,
VIC*-CGC CAC CAC GGT TGT CGG CAT | 276, 282, 284, 285, .
OPESTO093 ATATTT CTC TG AGA AGG AA 288 60°C
184,187, 192, 194,
6FAM*-CAC CAAATC | CCCTAATCG GAT | 195,197 200, 203, .
OPEST102b TCATTG CCT GA GGA TCA AA 206 60°C
opEST10s | SFAMSTAGTGGTTG | TCACGG TTCTTCTAT | 100101478 582 1
CTC GTA GCG TC CAT GGT G 188,

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

2.8  Separace fragmenti

Analyza PCR produktu kapilarni elektroforézou

Pti studiu mikrosatelitnich oblasti genomu maku je analyzovano celkem 7 lokusti. Produkty
amplifikace jsou separovany elektroforeticky metodou kapilarni elektroforézy naptiklad na pfistroji
ABI PRISM 3530 (Applied Biosystems) pro stanoveni jejich délky.



Priprava vzorki pro fragmentacni analyzu.

Pted separaci v kapilarni elektroforéze je tieba vzorky denaturovat. Do mikrodesticky se do

kazdé jamky napipetuji nize uvedené komponenty (Tabulka 4).

Tabulka 4: SloZeni denaturaéni smési pro analyzu vzorkd v kapilarni elektroforéze

Komponenty reakéni smési Objem (ul)
Formamid 10
L1Z500 Size Standard 0,5
PCR produkty, kazdy o objemu 1,0

Produkty PCR oznacéené odlisnou fluorescenéni znackou nebo oznacené totoznym fluoroforem,
ale s nepiekryvajici se oblasti amplifikace, mohou byt pipetovany do shodné zkumavky, podle tab.
3.Vzorky se pred analyzou denaturuji inkubaci 7 minut pii teploté¢ 94 °C a nasledné rychlym

zchlazenim na teplotu 4°C.

Analyza PCR produktu v pristroji ABI PRISM 3530

Jako interni velikostni standard se pouziva LIZ 500. Vzorky pro analyzu jsou ptfipravovany do
jamek destic¢ek (urc¢enych pro pouziti v ptistroji ABI PRISM 3530).

Ptistroj je pro fragmentacni analyzu pfipraven podle navodu vyrobce, jeho popis neni
predmétem této metodiky. Kapildra naplnéna odpovidajicim polymerem dle ndvodu vyrobce a pfistroj

je nastaven na analyzu fragmentli. Zaznamy se zapisuji v paméti fidiciho pocitace.
2.9  Vyhodnoceni elektroforetogramu

Profily SSR markert, resp. délky amplifikovanych useki v poctu bazi, se zaznamenavaji
béhem analyzy v PC. Po analyze se zkontroluje kvalita signalti (min. vySka stanovena pro individualni
lokusy podle popisu vyrobce). Po kontrole se vyhodnocuji profily pomoci specializovaného programu
GeneMapper v 4.0. nebo ekvivalentnim programem. Vysledkem analyzy jsou udaje o velikosti
jednotlivych fragmenti udavané v parech bazi. Priméarni data se dale pfevadéji do binarni matice a
statisticky se zpracovavaji pro odhad diverzity vhodnym programem (DARwin, PCA). Pro hodnoceni

odridové deklarace se ztotoziiuji profily vzorku s profily zndmych standardii (referenc¢nich odrid).

2.10 Potiebné technické vybaveni a €inidla

e Analyticka vaha e Hiebinek do elektroforetické vany a forma
e Fotodokumentaéni zafizeni na gel pro elfo

e Elektromagnetické michadlo e Centrifuga s minimaln¢ 12000 otackami/min
e Eppendorf Thermomixer e Chladnicka laboratorni

e Erlenmayerova batika, 500 ml e Parni sterilizator



Magneticka michacka

Mikropipety

Mikrovlnna 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

Vibraéni tiepacka

Zatizeni na horizontalni elektroforézu

Zdroj k elektroforézam

0,2 ml sterilni zkumavky

1,5 a 2 ml sterilni zkumavky

6 X nanaseci pufr (Loading Dye Solution)
Ptistroj na kapilarni elektroforézu ABI3530
(Applied Biosystems) a program na
vyhodnoceni dat GeneMapper

Pro izolaci DNA jsou potiebné nasledujici roztoky a ¢inidla:

tekuty dusik

CTAB EXTRAKCNI PUFR

10 g CTAB

419 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:

2,59 CTAB

1,25 g NaCl

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

R/
A X4

1,2 M NacCl:

7 g NaCl se rozpusti v 100 ml deionizované vody

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

smés chloroform: isoamylalkohol (24:1)

99 % roztok isopropanolu - vymrazeny
70 % roztok etanolu

TE PUFR:

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

1 mMEDTA 0,5ml0,5M roztok o pH 8,0

H.O Do 250 ml




Pro elektroforetickou kontrolu kvality DNA na agarézovém gelu jsou poti‘ebné nasledujici roztoky a
¢inidla:

Agaroza

Ethidium bromid (10 mg/ml)

Loading buffer

Velikostni standard lambda HIND I11

®,

* 1xTAEPUFR

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

ledova CH3COOH 1,5 ML  0,5M

EDTA (pH =8.0) 2,0 ml 1mM roztok

H20 Do 1000 ml

Pro provedeni PCR amplifikace jsou potiebné nasledujici roztoky a ¢inidla:

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

Tth polymeraza v¢. pufru a MgCl2 (Biotools)

Ultra Pure H20 pro PCR

Formamid

LIZ500 délkovy standard
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3 Srovnani novosti postupt oproti predchazejicimu stavu

V této metodice je prezentovan novy soubor SSR markéri, ktery umoziuje odlisit odriidy méaku
setého (Papaver somniferum L.) pouZivanych pro produkty podle cechovni normy ,,Cesky modry mak*
od dalSich genotypti, odrid a variet. Byl nove sestaven soubor SSR markért, ktery na rozdil od
predchozich, ma dostate¢nou informacni hodnotu (Ptiloha 1 a 2).

Byla provedena verifikace i mezilaboratorni validace postupu a provéfena robustnost,
opakovatelnost postupii. Analyza mikrosateliti je diky svym analytickym parametrim vhodna pro
rutinni vyuziti, coz potvrzuji i nékteré predchazejici publikace Jones et al., (1997), které sledovaly
reprodukovatelnost metod zalozenych na DNA markerech. Diky zafazeni standardi (referen¢nich
genotypl) lze jednoznacné identifikovat jednotlivé alely danych lokust pfi testech na odlisnych
pracovistich a strojich. Analyza mikrosatelitti se pouzivé rutinné ve forenzni diagnostice (Gilmore et
al., 2003; Stambuk et al., 2007), ovéfovani pavodu zvifat (Marikar a MUSTAFA, 2014; Saberivand et
al., 2011; Schulz et al., 2010) a je doporuc¢ena i pro hodnoceni odrudové pravosti rostlin (Igbal et al.,
2010; Iquebal et al., 2013; McGregor et. al. 2000, Corrado, 2016, Zhao et al., 2019; Ovesna et al. 2014;
Vasek et al. 2019).

Ptredlozena metodika piinasi rychly a validovany postup upraveny pro hodnoceni pravosti odrtid
¢eského modrého maku, Ize ji vyuzit i pro hodnoceni genetickych zdroju a Slechtitelskych material.

Je mozné ji vyuzivat v béznych laboratofich, a to jak v akreditovaném systému po verifikaci v

laboratofi, tak pro vyzkumné a vyvojové tcely.
4 Popis uplatnéni Certifikované metodiky

Metodika ptedstavuje soubor postupii (izolace DNA, stanoveni parametrti kvality DNA, soubor
specifickych SSR markert, popis amplifikace a hodnoceni vysledku), jejichz pomoci lze urcovat
piislusnost material k ceskym modrym makiim. Vystupem analyzy vybranych SSR lokusi je urceni
ptitomnosti specifickych alel, které jsou rozhodujici pro urceni, zda hodnoceny vzorek maku byl ziskan
Z odrid ¢eského modrého maku.

Uzivateli metodiky mohou byt organy statni spravy (UKZUZ, SZPI), kontrolni a privétni
laboratofe v CR, taktéz péstitelé maku a jeho zpracovatelé, ktefi je vyuziji prostiednictvim

akreditovanych laboratofi.
5 Ekonomické aspekty

Pracovni postup zahrnuje extrakci DNA, PCR reakce a naslednou fragmentacni analyzu

produktil. Casové a pracovné naro¢na je extrakce DNA pouzitim CTAB metody, ktera je viak levnéjsi
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nez extrakce pouzitim komer¢nich souprav. PCR pro kazdy jednotlivy SSR markér trva cca 3 hodiny.
Pti pouziti jedné desti¢ky o 96 jamkach jsou k dispozici hruba data za 24 hod. Odborné naro¢nou ¢asti
je vyhodnoceni vysledku, které zahrnuje identifikaci produktti amplifikace programem GeneMapper 4.0
a nasledné porovnani velikosti amplifikovanych fragmentti s referenénimi vzorky. Doporucend cena
analyzy jednoho vzorku samostatné zahrnujici osobni naklady, rezijni néklady, naklady na vycvik
pracovnikt a akreditaci, (v€etn€ izolace DNA, PCR analyzy v ptistroji ABI PRISM 3530). Ceny analyz
jsou ovlivnény cenami chemikalii a poctem vzorkl v jedné sérii.

Pro zavedeni metodiky do praxe je tfeba pocitat s naklady na verifikaci metody na daném
pracovisti. Je tfeba analyzovat alespon 5 standardnich vzorkl (referen¢nich standardti pro hodnoceny
SSR lokus) a to v deseti nezavislych opakovanich (technické replikaty).

Uplatnéni metodiky je vyznamné pro obchodni sektor i péstitele (export, uplatnéni na trhu v CR)

a ochrani i spotiebitele pred nakupem falSovanych produktu.
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8 Prilohy:

Priloha 1 - Pfiklad analyz Ceskych a zahrani¢nich odrid maku setého pomoci doporu¢enych SSR markert.
Aktualizované tabulky véetné SSR profild, aktualné zarazovanych odriid a doporuceni budou k datu ukonceni
feSeni projektu umistény na stranky referencni laboratofe VURV, v.v.vi.

SSR lokusy

. o Zbarveni | . §| E §| g ‘é’l g §| § § §
Niazev odridy Pivod | © | o' | @ | &' | @ | & | @ | &' | © | &
semen =) oy g IS o IS X o) S ©
SCIE|I2|IEB|S|E|e|EB|E|E
al@d|lalo|ylodle|on|n|d
o o o o o o o o o o
) O o (@) o O o @] @] @)
OPAL* modré  |SVK 0 0 0 0 0
BERGAM* modré  |SVK 0 0 0 0 0
ORBIS* modré  |CZE 0 0 0 0 0
OPEX* modré  |CZE 0 0 0 0 0
ONYX* modré  |CZE 0 0 0 0 0
APLAUS* modré  |CZE 0 0 0 0 0
GERLACH* modré  |CS 0 0 0 0 0
MARATON* modré  |SVK 0 0 0 0 0
ORFEUS* modré  |CZE 0 0 0 0 0
MAJOR* modré | SVK 0 0 0 0 0

KEK DUNA modré HUN 0 0 0

ROSEMARIE modré NL 0 0 0

MARIANNE Sedé NL 0 0

LAZUR modré PL 0 0
MALSAR Sedé SVK 0 0

ALBIN bilé CZE 0 0 0
TATRANSKY bilé SVK 0 0 0
AKVAREL bilé CZE 0 0
FLORIAN Sedé AUT 0 0 0
REDY hné&dé CZE 0 0 0
ZENO modré  |AUT 0 0 0
SOKOL bilé CZE 0 0 0
POSTOMI modré HUN 0 0 0
KOSMOSZ Sedé AUT 0 0 0
AMETISZT modré HUN 0 0 0
BUDDHA modré HUN 0 0 0
KORNEUBURGER | bilé AUT 0 0 0
RACEK bilé CZE 0 0 0
OREL bilé CZE 0 0 0

*Qdrady spliujici parametry ¢eské cechovni normy pro oznaceni ¢esky modry mak
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Ptiloha 2 — postup pro odliseni odrtid ¢eského modrého méku od ostatnich odrid na zakladé pouzitych markert
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