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KVANTITATIVNI STANOVENI GENETICKYCH MODIFIKACI
METODOU qPCR

1 Ucel a rozsah

Postup slouzi ke kvantitativnimu stanoveni genetickych modifikaci ve vzorcich osiv, krmiv
a kompletnich krmnych smési molekuldrné biologickou metodou qPCR. Cilem zkouSek
je zjistit procentualni obsah genetické modifikace ve zkoumaném vzorku.

2 Princip

Kvantitativni 1 kvalitativni stanoveni GM pomoci qPCR je =zalozeno na principu
polymerazové fetézové reakce, kterd umozniuje detekci a kvantifikaci sledovaného useku
DNA v redlném case prostiednictvim fluorescenéné znacené sondy. Kvantitativni qPCR ma
diky sond¢ vyssi specificitu nez konvencni PCR. Pti kvantitativni qPCR se porovnava
koncentrace DNA s GM (s cilovym genem) ku koncentraci DNA s vnitinim genem
(s referen¢nim genem) dané plodiny.

Poznamky
1 Seznam pouzitych zkratek
GM — geneticka modifikace
qPCR — kvantitativni polymerdzova retézova reakce, real-time PCR
PCR — polymerdzova retézova reakce
CRM — certifikovany referencni material
JRC — Joint Research Centre
VG — vnitini gen
EURL — European Union Reference Laboratories
ENV — kontrola cistoty prostredi
BT — beztemplatova kontrola
N — negativni kontrola
P — pozitivni kontrola
primer R — primer reverse
primer F — primer forward
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3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

3.1 qPCR Master Mix

1 qPCR Master Mix (déle jen qPCR Mix)

3.2 DalSi potfebné chemikalie nedodavané v ramci kitu

2 Voda vhodna pro PCR.

3 Voda (deonizovana, demineralizovana, destilovana)

4 Amplifikaéni primery.

5 Sonda (proba) vhodné pro dany typ termalniho cykleru.

6 Tris-EDTA pufr 100 x (TE pufr).

7 (0,5 —1) % roztok chlornanu sodného.

8 Dekontaminacni roztok.

9 Ethanol 70%.

10 CRM ve formé extraktu DNA zkoumané GM.

11 CRM ve formé¢ extraktu DNA bez obsahu GM zkoumané plodiny.
12 CRM ve form¢ extraktu DNA jiné plodiny neZ je zkoumana GM.
4 Pristroje a pomiicky

1 Vortex nebo minishaker.

2 Centrifuga.

3 PCR box.

4 Termalni cykler Rotor-Gene (QIAGEN).

5 Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl a sterilni Spicky s filtrem.
6 Plastové zkumavky o objemu 2 ml, 0,6 ml, 0,2 ml.

7 Optické qPCR zkumavky o objemu 0,2 ml, 0,1 ml (stripy).

8 Vyrobnik ledu.

9 Lednice.

10 Mrazici box.

11  Latexové rukavice bezpudrové, stojanky na zkumavky, nadoba nauchovani ledu,

odpadni nadoby.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 15. 1. 2025




Nérodni referencni laboratot

Strana 3

5.\. Jednotné pracovni postupy — zkouSeni krmiv Vedin |
; ydéani
10264.2 — Kvantitativni stanoveni genetickych modifikaci .
Revize 0
metodou qPCR
5 Postup

5.1 Priprava pufru 1xXTE pufru

Do odmérné banky o objemu 100 ml se napipetuje 1 ml 100 x TE pufru (6) a doplni se vodou
(2) po znacku. Toto mnozstvi se pak rozdéli do 2ml plastovych zkumavek, které se uzaviou
vickem. Uchovava se v ledni¢ce do vypotiebovani.

5.2 Priprava amplifika¢nich primeri
5.2.1 Zasobni roztok amplifika¢nich primeri o koncentraci 100 pM

Do zkumavky s primerem (4) v podobé prasku (lyofilizatu) na dn€ (nemusi byt viditelny)
sepfiddi 1 x TE pufr (5.1) nebo voda (2) v mnozstvi, které uvadi vyrobce. Jemnym
pipetovanim se promicha. Tim se ziska zasobni roztok, ktery se rozpipetuje po 50 ul
do zkumavek o objemu 0,6 ml. Pokud se rozd¢li zasobni roztok v jinych mnozstvich, uvede se
objem na zkumavku. Zkumavky s primery se zamrazi a uchovévaji v mrazicim boxu.

5.2.2 Pracovni roztok amplifika¢nich primeri o koncentraci 10 pM

K 1 dilu z&sobniho roztoku amplifika¢niho primeru (5.2.1) se pfida 9 dila 1 x TE pufru (5.1)
nebo vody (2). Tim se ziska pracovni roztok. Rozdéli se po 15 ul a zamrazi se v mrazicim
boxu. Do reakéni smési PCR se ptidavaji pracovni roztoky primerda.

5.3 Priprava sond
5.3.1 Zasobni roztok sondy o koncentraci 100 pM

Do zkumavky se sondou (5) v podobé¢ lyofilizatu na dné¢ (nemusi byt viditelny) se ptrida 1 x
TE pufr (5.1) nebo voda (2) v mnozstvi, které uvadi vyrobce. Jemnym pipetovanim
se promicha. Tim se ziskd zdsobni roztok, ktery se rozpipetuje po 50 pl do zkumavek
o objemu 0,2 ml. Pokud se rozdéli zasobni roztok v jinych mnozstvich, uvede se objem
na zkumavku. Zkumavky se sondou se zamrazi a uchovéavaji v mrazicim boxu. Sondy je tieba
chrénit pted svétlem.

5.3.2 Pracovni roztok sondy o koncentraci 10 pM

K 1 dilu zésobniho roztoku sondy (5.3.1) se pfida 9 dilti 1 x TE pufru (5.1) nebo vody (2).
Tim se ziska pracovni roztok. Rozd¢li se po 15 ul a zamrazi se v mrazicim boxu. Do reakéni
smési PCR se ptidavaji pracovni roztoky sond. Sondy je tieba chranit pied svétlem.

5.4 Priprava kalibracni fady GM a vnitiniho genu (VG) dané plodiny

Pted piipravou qPCR reakéni smési je nutné vytvofit dvé kalibracni fady. Prvni
pro zkoumanou GM (cilovy gen) a druhou pro vnitini gen (referen¢ni gen) dané plodiny. Tyto
kalibra¢ni fady slouzi pro zhotoveni kalibra¢ni kiivky a nésledny vypocet obsahu GM
ve vzorku. Rozsah kalibra¢ni fady se stanovuje podle metodiky JRC, pficemz se miize liSit
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v zavislosti na druhu GM. Pocet kalibracnich bodt je v rozmezi 4 az 5. Vychozi koncentrace
DNA vsech pouzitych CRM a koncentrace vzorkli musi byt stejna a to v rozmezi (10 — 40)
ng/ul (max. 100 ng/reakci pro cycler Rotor-Gene). Na pozadovanou koncentraci se fedi vodou

2).

5.4.1 Priprava kalibraé¢ni rady GM (cilového genu)

Ptipravi se PCR box: dekontaminuji se pfedméty i prostory od jakychkoli molekul DNA —
pouzije se UV zareni (30 min) a dekontaminacni roztok (8).

Ptipravi se pipety, sterilni $picky, voda (2), CRM (10), zkumavky, naddoba na uchovani ledu,
stojanky na zkumavky a odpadni nadoba.

CRM se tésné pred pipetovanim dikladné promichaji na vortexu a poté se pfipravi postupnym
Potfebny objem roztokii natedéné DNA pro kalibra¢ni fadu je zavisly na poc¢tu pozadovanych
amplifikacnich kiivek pro analyzu (triplet, kvartet, kvintet). Pfiprava kalibra¢ni fady probiha
na ledu. Ptehled pipetovanych roztokd udava tabulka 1.

5.4.2 Priprava kalibracni Fady vnitiniho genu (referen¢niho genu) dané plodiny

Ptipravi se PCR box: dekontaminuji se pfedméty i prostory od jakychkoli molekul DNA —
pouzije se UV zarfeni (30 min) a dekontaminacni roztok (8).

Ptipravi se pipety, sterilni $pic¢ky, voda (2), CRM (10/11), zkumavky, nadoba na uchovani
ledu, stojanky na zkumavky a odpadni nadoba.

CRM se tésn¢ pied pipetovanim diikladné promicha na vortexu, a poté se pfipravi postupnym
musi byt stejny jako u zkoumané GM. Vyextrahovanda DNA z CRM zkoumané GM (cilovy
gen) se fedi vodou (2). Potfebny objem roztokli nafedéné DNA pro kalibrac¢ni fadu je zavisly
na poctu pozadovanych amplifikacnich kiivek pro analyzu (triplet, kvartet, kvintet). Pfiprava
kalibra¢ni fady probiha na ledu. Pfehled pipetovanych roztokii udava tabulka 2.

Tabulka 1. Souhrn jednotlivych polozek pro GM.

(EGI\BZ) BT (GM) (GI;I\/I) P(GM) rling(rél%
Voda (2) + + +
CRM (10) + T
CRM (11/12) +
qPCR reakéni smés pro GM + + + + +
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Tabulka 2. Souhrn jednotlivych poloZek pro vnitini gen dané plodiny.
ENV N Kalibraéni
wva) | BTVO |y | PV . (va)
Voda (2) + + +
CRM (10/11) + +
CRM (12) +
qPCR reakéni smés pro VG + + + + +

5.5 Polymerazova retézova reakce

Ptipravi se PCR box: Dekontaminuji se predméty i prostory od jakychkoli molekul DNA —
pouzije se UV zafeni (30 min) a dekontaminacni roztok (8).

Ptipravi se pipety, sterilni Spicky, zkumavky, optické qPCR zkumavky, sondy (5.3.2),
primery (5.2.2), qPCR Mix (1), voda (2), odpadni nadoba, nddoba na uchovani ledu
a stojanky na zkumavky.

Stanovi se pocet reakcei tj.: pocet vzorki, kalibra¢ni fada GM, kalibracni fada vnitiniho genu
dané plodiny, pozitivni kontroly (P) — vSe ve tfech opakovanich; negativni kontroly (N) —
ve dvou opakovanich; beztemplatovd kontrola (BT) a kontrola Cistoty prostiedi (ENV) —
v jednom opakovani pro GM a vnitini gen dané plodiny. Nutno pocitat s jednou az dvéma
reakcemi navic jako rezervou. Pfehled pipetovanych roztokd udavaji tabulky 1 a 2.

Podle tabulky 3 se vypocitaji celkové objemy vSech slozek reak¢nich smési, které se pipetuji
v daném potadi. Smés se pripravuje na ledu.

Tabulka 3. Priprava qPCR reakcénich smési pro GM a vniti'ni gen dané plodiny.

GM Vnitini gen dané plodiny
Slozky 1 reakce (ul) | Slozky 1 reakce (ul)
PCR voda * variabilni | PCR voda * variabilni
qPCR Mix 12,5 gPCR Mix 12,5
Primer (GM) F * variabilni | Primer (VG) F * variabilni
Primer (GM) R * variabilni | Primer (VG) R * variabilni
Sonda (GM) * variabilni | Sonda (VG) * variabilni
Objem smési bez templatu (20-22,5) | Objem smési bez templatu (20 -22.5)
Templatova DNA (izolat) (2,5-5) Templatova DNA (izolat) (2,5-5)
Objem sm¢ési vcetné templatu | 25 Objem sm¢ési vcetné templatu | 25

* objemy komponentii reakéni smési jsou variabilni podle detekované GM, hodnoty vychézeji
z validovanych metod (EURL) ovéfenych v rdmci verifikace metody.
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Ptipravi se dvé reakéni smési (viz tabulka 3): jedna pro zkoumanou GM (cilovy gen) a druha
pro vnitini gen (referencni gen) dané plodiny. Pii pfipravé nesmi dojit k zdméné primera
a sond. Po celou dobu piipravy je tfeba chranit sondy pied svétlem.

Smés se zamicha jemnym vortexovanim a rozdéli se po (20 — 22,5) ul do oznacenych
optickych zkumavek. Poté se do kazdé optické zkumavky ptida k (20 — 22,5) pl reakéni smési
a (2,5 — 5) pl templatové DNA. Jednotlivé slozky se tésné pred pipetovanim dukladné
promichaji na vortexu a poté se pipetuje v tomto poradi:

ENV — kontrola Cistoty prostiedi (misto templatu se pouzije voda (2), tato zkumavka zlistava
oteviend po celou dobu pipetovani vSech vzorkl, uzavira se jako posledni); BT -
beztemplatova kontrola (misto templatu se pouzije rovnéz voda); N — negativni kontrola.
DNA k nejvyssi. Dale pak vzorky a P — pozitivni kontrola.

Zkumavky se peclivé zavickuji, aby se zabranilo vypafovani smési béhem PCR a vlozi se
do rotoru cykleru (36 nebo 72 jamek). Poté se zvoli amplifikacni program a cykler Rotor-
Gene se spusti podle navodu. Dilezité je vlozit do software hodnoty koncentrace DNA
pro kalibra¢ni fadu cilového genu a kalibra¢ni fadu referencniho genu.

Po skonceni prace se opét dekontaminuje PCR box i pracovni pomucky.
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