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Zavedeni stanoveni bromida v krmivech
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Ustiedni kontrolni a zkugebni ustav zem&d&lsky
ONRL Brno, Hroznova 2, 603 00 Brno

eva.spackova@ukzuz.gov.cz

1 Souhrn

Cilem prace bylo vyvinout a validovat metodu pro stanoveni bromidti v krmivech v ramci
skupiny nezadoucich latek (rezidui pesticidil). Z navrhovanych metod pro stanoveni bromidt —

ICP-MS a LC-MS/MS byla v ramci této prace testovana pouze metoda ICP-MS.

2 Uvod

Ve vyssich obsazich se bromidy pfirozené¢ vyskytuji v motské vod€, v motskych fasach,
ptipadné jinych motskych organismech. Naproti tomu pfirozeny obsah bromida v zemské kife
je velmi maly. Vyssi obsahy bromidi se mohou vyskytovat po aplikaci methylbromidu,
kdy bromidovy anion je jeho degradacnim produktem. PouZivani methylbromidu jako
fungicidniho, pfipadné insekticidniho nebo rodencidniho ptipravku, je v EU zakazano
od 1. 1. 2005. Methylbromid je nicméné stale vyuZzivan jako fumigac¢ni ¢inidlo k oSetfovani
difevéného obalového materiadlu a palet. Samotny methylbromid poSkozuje ozénovou vrstvu

a z toho ditvodu bylo jeho pouziti v konvencnim zeméd€lstvi zakazano.

Toxicita bromidli je vyznamna na nékolika urovnich: vysoké koncentrace bromidd jsou
neurotoxické. Déle interferuji s metabolismem jodu, coZ ma za néasledek nedostate¢nou tvorbu
thyroidnich hormonti ve $titné zldze. To ma vliv na celou fadu metabolickych procesti —
ovlivnéni spotteby kysliku v ledvinové, jaterni a srdeéni tkéni, ovlivnéni termoregulace,
regulace rychlosti bunéénych oxidacnich procesti a dalsi. Sekundarné v pribéhu laktace
nedochazi k efektivnimu transportu jodu do mléka, coz mé za nasledek neprospivajici mlad’ata,

ktera trpi nedostatkem jodu. (1)



Maximalni limity bromida v krmivech a potravinach upravuje nafizeni Evropské komise EC
839/2008 (2). V Tabulce 1 jsou uvedeny matrice, které byly vybrany v ramci ufednich

kontrol/monitoringti v UKZUZ pro stanoveni bromidi véetng maximalnich limitii pro bromidy.

Tabulka 1. Maximalni limity pro rezidua bromidu podle narizeni EC 839/2008 (1).

Matrice MLR (mg/kg)
Lupina tuzkolista -
Zito 50
Peluska -
PsSenice 50
PSeni¢na mouka krmna 50
Soéjovy extrahovany Srot 20
Soja 20
Ryzové otruby 50
Slunecnice 20
Rasy 5
Kukuiice 50
Oves 50

Z analytického hlediska se nejcastéji vyuZivaji metody GC-MS a LC-MS s ohledem na dalsi
spektrum pesticidnich analyti. Nicméné vzhledem k tomu, Ze se jednd, co se velikosti tyce,
riznymi interferencemi. Naproti tomu technika ICP-MS nevyZaduje separaci na koloné
a je mozné méfit bromidy pfimo v extraktu vzorku. Co se tyce extrakce vzorku, vyuZzila se
analogie se stanovenim jodu v krmivech, a proto byla testovana extrakce tetramethylamonium

hydroxidem (3).

Pro vyvoj metody a néslednou validaci byly pouzity vzorky z Gfednich kontrol a monitoringu

krmiv (2023-2024).



3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

3.1.1 Demineralizovana voda, ultracista.

3.1.2  Tetramethylamonium hydroxid, 25% (m/m), p.a.
3.1.3 Zékladni standardni roztok Ge, ¢ = 1000 mg/1.
3.1.4 Zékladni standardni roztok Te, ¢ = 1000 mg/1.
3.1.5 Bromid draselny, p.a.

3.2 Zarizeni

3.2.1 Analytické vahy.

3.2.2 SuSarna.

3.2.3 Plastové cejchované uzaviratelné nadobky (objem 50 ml) vhodné do centrifugy.
3.2.4 1CP-MS spektrometr.

3.2.5 Zaftizeni na piipravu ultracisté vody.

3.2.6 Plastové nadobky.

3.2.7 Centrifuga.

3.2.8. Sklenéné odmérné banky.

3.2.9. Automaticke pipety.

3.3 Priprava vzorki

Vzorek byl navazen (0,5 g s ptesnosti 0,0001 g) do 50 ml PE nadobky (3.2.3), bylo pfidano
10 ml vody (3.1.1.) a dikladn¢ promichéan. Poté byly pfidany 2 ml TMAH (3.1.2) a obsah byl
opét dikladné promichan. Nadobka byla poté uzaviena a umisténa do susarny (3.2.2) na 3 h
pfi teploté (90 + 3) °C. Po vyjmuti ze suSarny se extrakt nechal zchladnout na laboratorni
teplotu. Poté se doplnil vodou (3.1.1) na objem 50 ml a extrakt se odstfedil na centrifuze (3.2.7)
po dobu 20 min pii 2000 g. Ciry supernatant se slil do plastové nadobky (3.2.6) a do méfeni

se uchoval v lednici. Méfeni probihalo do 24 h po extrakei.

3.4 Méreni

Netedéné extrakty byly analyzovany metodou ICP-MS. V tabulce 2 jsou uvedeny pracovni
podminky pro ICP-MS techniku.



Tabulka 2. Pracovni podminky ICP-MS spektrometru.

Parametr Hodnota
Vykon (W) 1600
Plazmovy plyn (I/min) 15,00
Auxiliary plyn (I/min) 0,90
Makeup (I/min) 0,15
Zmlzova¢ (I/min) 1,00
Méfici méd He H,
Priitok He/H2 (ml/min) 5,0 4,1

Pro ptipravu kalibra¢nich standardt byl pouzit pevny bromid draselny (3.1.5.), ze kterého byl
pfipraven zékladni standardni roztok o koncentraci 1 g/l Br. Postupnym fedénim byla nasledné
pfipravena fada kalibra¢nich roztokii o koncentraci (0; 10; 20; 50; 100; 500; 1000) pg/l.
Roztoky vnitinich porovnédvacich prvki Ge a Te (o koncentraci 500 pg/l) byly ptipraveny
postupnym fedénim zékladnich standardnich roztokt (3.1.3 a 3.1.4). Kalibracni roztoky

1 roztoky vnitinich porovnavacich prvkl obsahovaly 1% TMAH (3.1.2).

4 Vysledky a diskuse

Pro stanoveni bromidl v krmivech byly testovany dva izotopy bromu, a to 79Br a 81Br. U obou

izotopt se vyskytuje n¢kolik vyznamnych spektralnich interferenci (Tabulka 3).

Tabulka 3. MoZné spektralni interference pri stanoveni brému.

Izotop Interferent
9By WA K BAPOATHY, 3IPI6Q5*, 188Gt
81]3r 40Ar40ArH+ 3281603H+ 33sl6o3+ 162Dy2+

S ohledem na charakter polyatomickych interferenci a rozmanitost vzorkd bylo stanoveni
provadéno jak ve vodikovém, tak v héliovém modu. Pro vyhodnoceni naméfenych dat byly

taktéz pouzity dva vnitini porovnavaci prvky — 72Ge a 125Te.



Tabulka 4. Naméiené obsahy bréomu ve vybranych vzorcich krmiv (mg/kg).

79Br SIBI.
Vzorek He mod H, méd He mod H, méd
72(}e 125'1"e 72Ge 125Te 72Ge 125TC 72Ge 125Te
117 0,48 + 0,01 0,55+0,06 | 0,51+£0,04 | 0,52+0,01 | 0,56+0,02 0,55+ 0,03 0,52 +0,05 0,52 +0,01
122 0,77+0,04 | 0,85+0,06 | 0,71+0,04 | 0,78+0,03 | 0,76 +0,07 0,82 +0,07 0,71+0,02 | 0,77 +0,02
158 3,02 +0,08 3,22+0,11 | 298+0,51 | 3,17+0,10 | 3,05=+0,11 3,25+0,15 3,00+0,14 | 3,00+0,33
197 0,65+0,04 | 0,71+0,04 | 0,65+0,03 | 0,70£0,02 | 0,61 +0,02 0,67 + 0,02 0,65+0,02 | 0,69 +0,02
206 2,20+0,13 3,13+0,06 | 1,97+0,08 | 2,85+0,14 | 2,21 +£0,05 3,14+0,17 1,98 £ 0,07 2,64 £0,40
256 1,51 £ 0,03 1,69+0,05 | 1,39+0,02 | 1,62+0,04 1,51 £0,03 1,67 0,01 1,40 + 0,02 1,61 £0,04
266 2,16 £0,05 2,43+0,10 | 1,95+0,04 | 2,17+0,03 2,13 £0,08 2,31+£0,11 1,96 + 0,03 2,17 £0,02
120 0,39+0,04 | 0,42+£0,04 | 0,35+0,02 | 0,40+£0,01 | 0,40=+0,01 0,43 + 0,02 0,35+0,01 0,39 +0,01
155 1,58+0,04 | 1,71+0,13 | 1,50+0,14 | 1,62+0,11 | 1,68+0,09 | 1,76+0,08 | 1,51+0,13 | 1,63 +0,08
196 1,79+0,09 | 1,81+0,07 | 1,70£0,04 | 1,78+0,05 | 1,87+0,05 | 1,89+0,03 | 1,71+0,01 | 1,77 =0,03
264 577+0,22 | 582+0,25 | 536+0,17 | 5,64+0,12 | 5,78+0,08 | 582+0,10 | 536+0,15 | 5,78+023
486 2,06+0,09 | 2,11+0,13 | 1,81 +0,06 | 2,00+0,12 | 2,03+0,06 2,11+0,14 1,85+0,07 | 2,08+0,10
568 324+0,17 | 3,39+0,14 | 2,91+£0,06 | 3,33+0,06 | 3,19+0,08 3,36 +0,09 2,94 +0,05 3,38 £ 0,03
742 557+0,10 | 578+0,04 | 480+0,04 | 554+0,11 | 5,57+0,07 | 581006 | 4,79+0,03 | 5600729
1371 4,13+020 | 459+0,14 | 3,55+0,03 | 4,17+023 | 429+028 | 449+036 | 3,72+0,10 | 4,080,722
504 1,08+0,07 | 123+0,12 | 0,96£0,02 | 1,14+0,04 | 1,06+£0,04 | 120008 | 096=0,02 | 1,150,04
505 2,06+005 | 220+0,11 | 1,88+0,09 | 2,16+0,12 | 2,07£0,06 | 2,18+0,07 | 1,92+0,08 | 2,24 +0,09
737 1,99+0,08 | 2,07+0,09 | 1,87+0,06 | 2,12+0,06 | 2,00£0,12 | 2,09+0,14 | 1,88+0,06 | 2,10 =0,08
739 0,38 +0,05 0,42+0,03 | 0,31 +0,04 | 0,36+£0,03 | 0,31 +0,03 0,39 £ 0,05 0,32 +0,04 | 0,38+0,04
768 3,90+0,03 | 4,03+0,04 | 3,75+0,01 | 391 +£0,03 | 3,90+0,14 4,03+0,16 3,74 £ 0,05 3,67 +0,41
1043 1,68 £ 0,04 1,90+0,06 | 1,61+0,02 | 1,50=+0,03 1,69 = 0,08 1,90 = 0,06 1,70 £ 0,01 1,87 £0,02
1162 0,86 = 0,07 1,04 +0,02 | 0,88+0,06 | 0,88 +0,01 0,84 £ 0,03 0,96 + 0,13 0,90 = 0,01 1,00 = 0,08
1056 3,30 £ 0,08 3,610,446 | 3,16+£0,12 | 3,35+0,27 | 3,40+0,10 3,75+ 0,31 3,31+0,16 3,65+0,23
1530 1,30 £ 0,01 1,31 +£0,14 | 1,25+0,06 | 1,09+0,12 1,22 £0,10 1,31 £0,11 1,30 £ 0,06 1,28 £0,08
1474 1,55 +0,09 1,67+£0,10 | 1,49+0,06 | 1,43 +0,06 1,56 0,13 1,67 0,14 1,65=+0,20 1,75+ 0,21
1546 1,31 £0,16 1,43+£0,19 | 1,29+£0,05 | 1,22+0,06 1,35+0,10 1,46 £0,10 1,36 £ 0,07 1,48 £0,07
1482 3,30 = 0,05 3,59+0,05 | 3,17+£0,08 | 2,88+0,03 | 3,30+0,02 3,63 +0,07 3,28+0,07 | 3,59+0,02
1021 4,36 0,12 5,02+0,16 | 437+£0,10 | 3,77+0,19 | 4,51 £0,08 4,85 +0,22 4,56 +0,09 4,74 £0,28
1419 0,68 +0,02 0,68 = 0,01 0,72+0,05 | 0,69+0,02 | 0,70 +0,02 0,71 £ 0,04 0,80 = 0,05 0,73 £0,02
1420 1,33+0,11 | 1,35+0,10 | 1,34+0,12 | 1,23+0,10 | 1,30+£0,10 | 1,32+0,10 | 1,44+0,10 | 1,29 +0,08
1190 0,52+0,01 | 0,59+0,11 | 0,52+0,04 | 0,51+0,04 | 0,54+0,04 | 053+0,04 | 058=0,05 | 0,53 0,04
1254 0,18+0,02 | 0,17+0,02 | 0,15+0,02 | 0,14+0,02 | 0,16+0,01 | 0,14+0,01 | 0,19+0,01 | 0,17 =0,03
1139 1,63+£0,10 | 1,68+0,08 | 1,58+0,06 | 1,55+0,01 | 1,70+0,03 | 1,76+0,01 | 1,59+0,09 | 1,65+ 0,02
1186 0,38+0,02 | 0,41+0,06 | 0,39+0,01 | 0,37+0,01 | 0,42+0,02 | 0,40+0,02 | 044=0,01 | 0,40+0,02




79BI‘ SIBI.
Vzorek He mod H, méd He mod H, méd
2Ge 125Te 2Ge 125Te 2Ge 125T¢ 2Ge 125Te
1236 2,02 +0,11 2,04+0,09 | 2,12+0,10 | 1,99+£0,10 | 2,02+0,07 2,07 = 0,09 2,20+ 0,07 2,06 0,12
1348 2,49 +£0,01 2,54+0,25 | 2,52+0,05 | 2,43+£0,09 | 2,60=+0,08 2,58 +0,22 2,63 £0,02 2,51 +0,09
1554 425+0,01 | 425+0,01 | 427+0,01 | 427+0,02 | 431+0,02 | 431+0,01 | 4,43+0,03 | 4,40+0,01
1308 0,95+0,07 | 0,91+0,08 | 0,96+0,05 | 0,89+0,03 | 1,01+0,07 | 0,96+0,06 | 1,02+£0,02 | 0,94 0,03

V Tabulce 4 jsou prezentovana vSechna namétend data spolu se smérodatnou odchylkou (dvé

paralelni stanoveni). BEhem méfeni bylo zjisténo, Ze vysledky métené v heliovém moédu jsou

zatizeny podstatné vyssi relativni smérodatnou odchylkou méfeni (>> 3 %). Naproti tomu

ve vodikovém moddu byla relativni smérodatnd odchylka méfeni do 3 %. Proto pro vybér

vhodného izotopu brému, vnitiniho porovnavaciho prvku a naslednou validaci metody byla

vybrana pouze data namétenda ve vodikovém modu.

Oba zminované izotopy bromu poskytuji velmi podobné vysledky pii pouZiti Ge jako vnitiniho

porovnévaciho prvku (Obrazek 1).

Obriazek 1. Srovnani dat naméienych na izotopech 7Br a 3'Br —
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Jind situace je pfi pouziti Te jako wvnitiniho porovnavaciho prvku, kde pii obsazich

nad 2,5 mg/kg jsou jiz vysledky vyrazné rozdilné (Obrazek 2).
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Obriazek 2. Srovniani dat naméfenych na izotopech 7Br a 3'Br — *°Te jako vnitFni

porovnavaci prvek.

Z tohoto diivodu bylo jako vnitini porovnavaci prvek vybrano 72Ge a izotop 81Br.

Vzorky ftas, které obsahuji podstatné vySsi obsahy bromu, byly posuzovany samostatné

anebyly zahrnuty do celkového srovnani, pravé z divodu mnohondsobné vyssich obsahi

bromidil (Tabulka 5). Zde je nutné uvést, Ze vzorky fas nebyly uréeny k vyrobé krmiv ani

potravin a byly ziskdny v ramci valida¢ni studie pro stanoveni anorganického arsenu v fasach.

Tabulka 5. Obsahy bromu ve vzorcich ras (mg/kg).

79BI‘ SIBI.
Vzorek He moéd H,; méd He mod H,; mod
72(}e 125Te 72GC IZSTe 72GC IZSTe 72(}e 125Te
HUIKI | 177,709 188,1+3.7 1752+2.1 | 1952429 | 183,7+33 193,540 | 1756+3,7 | 1959+43
745 520,7+9,0 5580+39 | 511,6+10,1 | 579.8 11,8 | 523.2+10,6 | 5672+7,0 | 505,8+13,5 | 574,5+58
892 1331+ 67 1394 £ 24 1385 +£46 1686 =39 1309 £ 36 1417 + 24 1379 £ 10 1678 £40
9206 4028 +7,8 | 4554+17,7 | 4063+74 | 481,7+92 | 4056+4,0 | 481,5+7,6 | 4040+75 | 4789+94




Srovnani naméfenych hodnot t-testem (vodikovy mdd, Ge jako vnitini porovnavaci prvek)

prokdzalo, ze vysledky ziskané méfenim na obou izotopech jsou shodné.

Vzhledem k absenci vétsSiho souboru vzorkl fas nebyly tyto vysledky zatfazeny do validace
metody, a tudiz nebude zatim metoda pro tuto matrici validovana. Nafizeni Evropské komise
EC 839/2008 (2), které uvadi maximalni limit pro fasy 5 mg/kg, je zfejm¢ ureno pro fasy
sladkovodni a nikoli motské, které maji samy o sobé vysoky ptirozeny obsah bromu.
Namétené hodnoty ze slepych pokusii byly pouzity pro vypocet meze detekce (MD) a meze
stanovitelnosti (MS). Z hodnot ziskanych z paralelnich stanoveni byly vypocitany hodnoty
opakovatelnosti a nejistoty.

Tabulka 6. Zakladni valida¢ni parametry.

SIBI.
Parametr H>; mod
72GC
MD 0,09 mg/kg
MS 0,3 mg/kg
Opakovatelnost <3MS 5,58 %
Opakovatelnost >3MS 3,49 %
Nejistota <3MS 11,2 %
Nejistota >3MS 6,98 %

Pro ovéfeni spravnosti bylo analyzovano nékolik referen¢nich materialt — ryze, ¢ocka, a s6ja

s velmi dobrou shodou s referen¢ni hodnotou (Tabulka 7).

Tabulka 7. Obsahy bromu v referen¢nich materialech a vzorcich z PT (mg/kg).

81Br
Vzorek H> mod RM hodnota
72Ge
RM Ryze 97,0+ 1,2 97,6 + 31,4
RM Cocka 422 +0,6 41,4 +3,11
RM Soja 152+0,2 153+1,15
RM P2415 12,1 £0,1 12,0




Valida¢ni parametry, stejné tak spravnost, byly zpracovany v modulu Validace v Labsystému

(LIMS 7).

5 Z.avér

V ramci prace byl zaveden novy parametr — Br v krmivech. Metoda byla validovana na vzorcich

krmiv/krmnych surovin ziskanych v ramci uiednich kontrol a monitoringu krmiv na rezidua

vvvvv

moftskych, které byly v rdmci prace testovany, byla tato matrice z validace prozatim vytazena.
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1 Uvod

Geneticky modifikovany organismus (GM organismus, GMO) je organismus, jehoz geneticky

material byl umysln€ zménén, a to zpisobem, které¢ho se nedosahne pfirozenou rekombinaci.
Dotcené techniky jsou definovany v Zékonu o naklddani s geneticky modifikovanymi

organismy a genetickymi produkty ¢. 78/2004 Sb.

Geneticky modifikované (GM) plodiny jsou takové rostliny, u kterych byl zménén dédi¢ny

materiadl (DNA) pomoci genovych technologii.

GM kukuftice DP915635
Unique Identifier UL: DP-915635-4

Pro vyvoj kukufice DP-915635-4 byla vyuzita transformace rostlin pomoci Agrobacterium
tumefaciens. Vyslednd GM kukufice vykazuje kombinovanou toleranci k herbicidim

glufosinatu, glyfosatu, odolnost vi¢i vybranému hmyzu a zménény metabolismus manozy.

Zakladni obsazené genetické modifikace jsou:

- pat, umoziujici rostlin€é syntézu enzymu fosfinotricin N-acetyltransferaza (PAT)
ze Streptomyces viridochromogenes atim eliminuje herbicidni ucinek glufosinatovych
herbicidi.

- PMI, umozilyjici syntézu enzymu fosfomandzové izomerazy (PMI) z Escherichia coli, tim
metabolizuje mandzu a umoznuje pozitivni selekci pro obnovu transformovanych rostlin

(selek¢Eni markr).
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- ipd079Ea gen z Ophioglossum pendulum, ktery umoznuje syntézu proteinu IPD0079Ea, ktery

zajistuje odolnost viici hmyzim Skiidciim (Diabrotica spp.)

Transgenni kazeta DP915635 je znazornéna na obrazku ¢. 1.
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Phosphinothricin Subtilisin-chymotryps 1 inniator
N-acetyltransferasel Pat | | 5
0.552 kb Terminator

Flippase recombinase recognition targets 0.048 kb

Phosphomannose Isomerase gene 1.216 kb
Proteinase inhibitor Il gene terminator 0.31M kb
19-kDa zein gene terminator 0.742 kb
Rice actin 1 gene promoter 1.682 kb
Rice actin 1, intron 0.000 kb
Phosphinothricin N-actyltransferase 0.552 kb
CaMV 35S terminator 0.194 kb
loxP recombination site 0.034 kb
Ubiquitin terminator 0.584 kb
Gomma kafarin terminator 0.464 kb
RCc3 enhancer 1.581 kb
RCc3 enhancer 1.581 kb
RCc3 enhancer 1.581 kb
PCOa promoter 0.911 kb
Predicted calmodulin 5 gene intron 0.856 kb
Insecticidal protein IPDO79Ea 1.440 kb
Subtilisin-chymotrypsin inhibitor 1B terminator 0.953
27-kDA gamma zein terminator 0.460 kb
In2-1 Terminator 0.940 kb

Flippase recombinase recognition targets 0.048 kb

INn2-1 Terminator
0.940 kb

Obrazek €. 1. Transgenni kazeta DP-915635-4, Biosafety Clearing-House
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2 (i

Cilem prace bylo rozsifit spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci u kukufice
o kvalitativni stanoveni DP915635 a urceni meze detekce stanoveni (MD). Soucasti je ovéieni

detekce screeningového elementu pat v pouzitém referencnim materialu.

3  Princip

Zakladem metody detekce genetickych modifikaci je polymerazova fetézova reakce (dale
PCR). Jedna se o bézné pouzivanou metodu, pii které dochdzi k mnohonasobnému zmnozeni
konkrétniho pozadovaného useku DNA. V tomto piipadé¢ se jednd o klasickou PCR

s elektroforetickou detekci amplikonu na agarézovém gelu.

4  Material a metody

Pro zavedeni byly pouzity izolaty DNA z certifikovanych referen¢nich materidlt
od The American Oil Chemists' Society (AOCS) a IRMM Institute for reference Material
and Measurements (IRMM).

- AOCS 0411-C, non modified maize powder, (pure, blank) - laboratorni zna¢eni: CRM
14/2016
- ERM —BF447b, DP915635 Maize, seed powder, (990 g/kg) - laboratorni zna¢eni: CRM
1/2025
- ERM-—BF447c, DP915635 Maize, seed powder, (990 g/kg) - laboratorni znaceni: CRM
2/2025
- AOCS 0707-B4, A2704-12 soy leaf tissue genomic DNA (> 999.9 ng/ug) — laboratorni
znaceni: CRM 24/2012
Izolace byla provedena pomoci zavedeného komeréniho kitu (NucleoSpin® Food —
MACHEREY-NAGEL). U izolati DNA byla zmétena koncentrace, byly otestovany na kvalitu
1 amplifikovatelnost DNA.

V ramci verifikace byla stanovena spravnost stanoveni. K tomu bylo vyuzito 5 izolati (A-C)

CRM 1 a 2/2025. Zaroven byl otestovan i smésny CRM 14/2016, slouzici pro stanoveni meze
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detekce. Smésny izolat (Sm) vznikl smichanim izolati A-E CRM 14/2016, zmétfenim

koncentrace vysledné smési a nafedénim na koncentraci pozadovanou do reakce.

PCR s koncentraci DNA v izolatu Sng/ul a s koncentraci DNA 10 ng/ul byla provedena u CRM
DP915635 v izolatech A-E.

Dale byla ovétena detekce screeningového elementu pat v CRM 1/2025 a 2/2025 u izolath
A-C au smésného izoldtu CRM 14/2016.

Soucasti verifikace bylo stanoveni meze detekce (MD) na hladiné < 0,1 % GM m/m.
K dispozici byl CRM s 99 % GM m/m. Postupnym fedénim izolované DNA byla pfipravena
koncentra¢ni fada 99-0,05 % m/m GM. Pro fedéni izolatu DNA z CRM s GM byl pouzit izolat
DNA z CRM stejné, nemodifikované plodiny (NK, CRM 14/2016, 0 % GM m/m) o stejné

koncentraci DNA v izolatu.

Mez detekce byla ovéfena provedenim péti nezdvislych PCR (amplifikaci) zavadéné

modifikace.

Pro zavedeni byly vyuzity nasledujici metody.

° Stanoveni pritomnosti GMO metodou PCR, UKzUZ, JPP ZK, postupy ¢. 10252.1,
10255.1, 10257.1, 10259.1

o ID ¢ 7 Validace metod v NRL, Piiloha ¢. 6 Verifikace metod zaloZenych na
polymerézové ftetézové reakci pro stanoveni genetickych modifikaci v osivech,
krmivech a krmnych smésich.

. Compendium of Reference Methods for GMO Analysis, European Union Reference
Laboratory for GM Food and Feed (EURL-GMFF), European Network of GMO
Laboratories (ENGL), 2011.

o Event-specific Method for the Quantification of maize DP915635 Using Real-time
PCR, Validation Report and Validated Method, JRC — Institute for Health and
Consumer Protection, EURL-VL-07/20VP, JRC Publication JRC132849, 2023.

4.1 Pristroje a pomiicky

Extrakce DNA

Véhy s ptesnosti 0,01 g.

Vodni lazen nebo termoblok, pfednostné s vibraci, tfepanim.
Centrifuga.

Minishaker, vortex.
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Elektromagnetické michadlo s ohfevem.

Ptenosna UV lampa.

Digestof.

pHmetr.

Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul, $picky s filtrem a bez filtru.
Plastové zkumavky s vickem o objemu (2 — 2,5) ml.

Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy materidl, stojanky na zkumavky,

odpadni nadoby.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

Nizkoobjemovy spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)

Elektromagnetické michadlo s ohfevem.

pHmetr.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl, $picky s filtrem a bez filtru.
Plastové zkumavky s vickem o objemu (2 — 2,5) ml.

Elektroforeticka vana, zdroj napéti, elektroforetické hiebinky.

Fotodokumentacni zafizeni se softwarem BIO PRINT TX4 (Vilber Lourmat).

Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy material, stojanky na zkumavky,

odpadni nadoby.

PCR reakce — amplifikace

PCR box.

Minishaker, vortex.

Termalni cyklér C 1000 Touch Thermal Cycler (BIO RAD)

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl a sterilni Spicky s filtrem 1 bez
filtru.

Plastové sterilni zkumavky, 0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml.

Vyrobnik ledu.

Lednice.

Mrazici box.
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Latexové rukavice bezpudrové, obalovy materidl, stojanky na zkumavky, odpadni nadoby,

nadoba na uchovani ledu.

4.2 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
Extrakce DNA: NucleoSpin® Food, vyrobce Macherey — Nagel, kit pro izolaci genomické
DNA z potravin a krmiv

Lysis Buffer CF.

Buffer C4.

Wash buffer CQW.

Wash buffer C5 (koncentrat).

Elution buffer CE.

NucleoSpin® Food Columns (plus Collection Tubes).

Proteinase K (lyofilizat).

Proteinase buffer PB.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

Agar6za pro molekularni biologii (Agarose for molecular biology, Sigma Aldrich).

Pracovni roztok 1 x TAE pro elektroforézu.

1% Pracovni roztok interkala¢niho barviva (ethidium bromid).

Elektroforeticky marker pro izolat DNA (GeneRuler™ DNA Ladder Mix, Life Technologies
Czech Republic).

6 x Loading Dye Solution.

Elektroforeticky marker pro amplifikaty (EZ LoadTM Molecular Ruler 50 bp PCR Biorad).
Ribonuklease A 10 mg / ml (DNase and protease free).

PCR reakce — amplifikace

REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix with MgCl,, vyrobce Sigma—Aldrich, univerzalni
reakéni smés pro PCR (dale REDTagq).

REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl,.

PCR voda.
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Dalsi potifebné chemikalie nedodavané v ramci kit

Voda vhodna pro PCR.

Dekontaminacni roztok pro oSetfeni ploch.

Amplifikacni primery:

Pro analyzy byly pouzity amplifikacni primery od firmy Generi-Biotech.

Vnitini (referencéni) gen kukufice — Skrobova invertdza: IVRI-F / IVRI-R
IVRI-F: CCG CTG TAT CAC AAG GGC TGG TAC
IVRI-R: GGA GCC CGT GTA GAG CAT GAC GAT C

DP915635: DP-915635-4 F / DP915635- 4 R
DP915635-4 F: GCA TCT AGG ACC GAC TAG CTA ACT AAC
DP915635-4 R: CTT TGC ATC ATG TCT TGA ACA ATG

Pat: pat 16-L /pat 16-R

PAT 16-L (F): GAT ATG GCC GCG GTT TGT GAT
PAT 16-R (R): TTC CAG GGC CCA GCG TAA G

5 Pracovni postup

Pro zavadéni byly pouZity postupy JPP 10252.1 (Izolace DNA pro stanoveni GMO metodou
PCR-kit Nucleospin Food), JPP 10255.1 (Provedeni polymerazové tetézové reakce (PCR)

pomoci kitu RedTaq pro stanoveni GMO), JPP 10257.1 (Gelova elektroforéza pro stanoveni
GMO metodou PCR) a JPP 10259.1 (Vyhodnoceni vysledkt stanoveni GMO metodou PCR).

Slozeni reakéni smési pro PCR pomoci kitu REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix
(jednoducha PCR) pro vnitini gen kukutice, GM DP915635 a pat je uvedeno v tabulce ¢. 1.

Jednotlivé amplifikacni programy jsou uvedeny v tabulkach ¢. 2 az 4.
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Tabulka ¢. 1.

Slozka Koncentrace Finalni Objem (pl/reakce)
roztoki koncentrace
PCR voda 6,5
RedTaq PCR MIX 2x 1% 12,5
Primer F 20 uM 0,4 uM 0,5
Primer R 20 uM 0,4 uM 0,5
Templatova DNA 10 ng/ul 2 ng/ul 5
Objem smési v¢. templatu 25
Vnitini gen kukufice (Skrobova invertaza)
primery: IVRI-F / IVRI-R
délka amplikonu: 225 bp
Tabulka €. 2. Amplifika¢ni program.
Féaze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 50
Annealing 68 110 35
Extenze 72 120
ZaveéreCna extenze 72 300 1
pat
primery: PAT 16-L (F)/ PAT 16-R (R):
délka amplikonu: 186bp
Tabulka ¢. 3. Amplifika¢ni program.
Féaze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocate¢ni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
40
Annealing a extenze 60 60

DP915635
primery: DP915635-4 F / DP915635-4 R
délka amplikonu: 74 bp
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Tabulka ¢. 4. Amplifika¢ni program.

Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla
Pocate¢ni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15

- 40
Annealing a extenze 60 60

6 Vysledky a diskuse

6.1 Kvalita DNA

Pro potfeby zavadéni, byla extrahovdna DNA z CRM geneticky nemodifikované kukufice
(CRM 14/2016) a z CRM GM kukutice DP915635-4 (CRM 1/2025 a 2/2025). U izolath byla

zmeétena koncentrace (tabulka €. 5), otestovana kvalita i amplifikovatelnost DNA pii stanoveni

vnitiniho genu — §krobové invertazy (obrazky ¢. 5 az 7).

Vsechny ziskané izolaty CRM vyhovovaly pro nasledujici analyzy.

Tabulka €. 5. CRM 14/2016, CRM 1/2025, CRM 2/2025- hodnoty namérenych

koncentraci a hodnoty urcujici ¢istotu vyextrahované DNA.

CRM Izolat | Koncentrace A 260/A 280 A 260/A 230
ng/ul

CRM 1/2025  DP915635 A 308,3 1,84 2,25
99 % GM m/m B 278,9 1,85 2,32
Izolace 4.12. 2025 C 2632 1,85 2,30
Izolaty A, B, C, D, E D 2625 1,85 2,28

E 245,0 1,85 2,32
CRM 2/2025  DP915635 A 265,4 1,85 2,28
0,099 % GM m/m B 234,6 1,86 2,32
Izolace 4. 12. 2025 C 202,9 1,85 2,26
Izolaty A, B, C, D, E D 1712 1,85 2.35

E 199,5 1,86 2,33
CRM 14/2016  Kukutice NK A 185,8 1,84 2,30
0 % GM m/m B 172,1 1,85 2,31
Izolace 3. 12. 2025 C 1776 1,85 2,30
laty A,B,C,D, E D 167,3 1,85 2,31

E 187,1 1,85 2,29
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Kbvalita izolati DNA

CRM 14/2016_NK kukurice 0 % GM
MM A B C D E

_, 10000bp

3000 bp

1000 bp

500 bp

100 bp

Obrazek ¢. 2.
Kbvalita izolati DNA, CRM 14/2016_ izolaty NK A-E. MM - Elektroforeticky marker,
KI - kontrola izolace. 9. 12. 2025.

CRM 1/2025_ DP 915635, 99% GM

MM A B €C D E :MM:SmZ2H

[N aa—— —

' 10000 bp
- f
- 3000 bp
= 1000 bp
R, oo 500 bp

100 bp

Obrazek ¢. 3.
Kvalita izolati DNA, CRM 1/2025 izolaty A-E a smés izolati z 2. eluce (Sm2.EI).
MM - Elektroforeticky marker, KI — kontrola izolace. 9. 12. 2025.
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CRM 2/2025_ DP 915635_ 0,099 % GM

KIi MM A B G DI ES MM “Sm:2:H

10000 bp

3000 bp

1000 bp

500 bp

100 bp

Obrazek ¢. 4.
Kvalita izolati DNA, CRM 2/2025 izolaty A-E a smés izolati z 2. eluce (Sm2.EI).
MM - Elektroforeticky marker, KI — kontrola izolace. 9. 12. 2025.

6.2  Vnitini gen kukufrice

VG Kukurice, CRM 14/2016_NK 0 % GM

D
c = 10 ng/ul

250 bp

- eaw eow ee oo e a9 "™ e

Obrazek ¢€. 5.

Vnitini gen kukurice (225 bp) pro CRM 14/2016, izolaty A-E a smésny izolat Sm.
BT — beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp, KI — kontrola izolace. PK
— CRM 5/2022. 13. 1. 2026.
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VG Kukurice, CRM 1/2025 99 % GM DP915635

A B C D E PK M50 Sm Sm2.El Sm Sm2El M50 PKl
¢ = 10 ng/ul ¢=10 ng/ul ¢=5 ng/ul

500 bp

. 250bp

Obrazek ¢. 6.

Vnitini gen kukufice (225 bp) pro CRM 1/2025, izolaty A-E, smésny izolat (Sm) a smésny
izolat z 2. eluce (Sm2.EI) pro koncentrace 10 ng/ nl a 5 10 ng/ pl.

BT - beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp, KI — kontrola izolace.
PK — CRM 5/2022. 13. 1. 2026

VG Kukurice, CRM 2/2025 0,99 % GM DP915635

BT KI M50 A B C D E PK M50 Sm Sm2.El Sm Sm2El M50 PKI
¢ =10 ng/ul ¢=10 ng/ul c=5 ng/ul

500 bp

T 250b
- e e» a» = e - e = e - osn

Obrazek ¢. 7.

Vnitini gen kukufice (225 bp) pro CRM 2/2025, izolaty A-E, smésny izolat (Sm) a smésny
izolat z 2. eluce (Sm2.El) pro koncentrace 10 ng/ pl a 5 10 ng/ pl.

BT — beztemplatova kontrola, MS0 — hmotnostni marker 50 bp, KI — kontrola izolace.

13. 1. 2026.
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6.3 Screeningové elementy

U CRM 1/2025 a 2/2025 DP915635 byla ovéiena detekce screeningového elementu pat.
Vysledky zkouSek byly opakované negativni u CRM 1/2025 1 2/2025. Obrazky ¢. 8 az 10.
U CRM 14/2016 byla ovéfena nepiitomnost screeningového elementu pat ve smésném izolatu.

Vysledky zkousSek byly negativni. Obrazky €. 8, 9.

pat_ CRM 1/2025, DP915635

BT M50 A E Sml0 Sm5 M50 PK NK

Obrazek ¢. 8.

pat (186 bp) - CRM 1/2025, izolaty A-E, smésny izolit Sm o koncentraci 5 a 10 ng/ul,
BT — beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50bp, NK — CRM 14/2016
smésny izolat, PK — CRM 24/2012. 14. 1. 2026.
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pat_ CRM 2/2025, DP915635

BT M50 A E Sml0 Sm5 M50 PK NK

500 bp

250 bp
186 bp

50bp

Obrazek ¢. 9.

pat (186 bp) - CRM 2/2025, izolaty A-E, smésny izolait Sm o koncentraci 5 a 10 ng/ul,
BT - beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50bp, NK — CRM 14/2016
smésny izolat, PK — CRM 24/2012. 14. 1. 2026.

pat_ DP915635

CRM CRM
1/2025  2/2025

NR. DNA NR DNA

500 bp

250 bp
s 136 bp

Obrazek ¢. 10.

pat (186 bp) - CRM 2/2025, smésny izolat Sm neredéné DNA, BT — beztemplatova
kontrola, M50 — hmotnostni marker 50bp, NK — CRM 14/2016 smésny izolat, PK —
CRM 24/2012. 19. 1. 2026.
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6.4 Spravnost stanoveni

Bylo provedeno stanoveni DP915635 z izolati (A-E) CRM 1/2025 a 2/2025. PCR byla
provedena s koncentraci 5 ng/ul a s koncentraci DNA 10 ng/ul DNA v izolatu. Vysledky
zkousek byly pozitivni. (obrazek ¢. 11 a 12).

CRM 1/2025 DP 915635

=
3]
S
=
wu
S

c= 10 ngful

R

Obrazek €. 11. Stanoveni DP915635 (74 bp); 14. 1. 2026.
BT — beztemplatova kontrola, NK — CRM14/2016 smésny izolat, M50-marker 50 bp,
CRM 1/2025: PK, Izolaty A, B, C, D, E v koncentracich 10 ng DNA/ul a 5 ng DNA/ul.

CRM 2/2025 DP 915635

c= 10 ng/ul c=5ngjul

500 bp

PO P
FEOE Tz

el

Obrazek ¢. 12. Stanoveni DP915635 (74 bp); 14. 1. 2026.
BT — beztemplatova kontrola, NK — CRM14/2016 smésny izolat, M50-marker 50 bp,
CRM 2/2025: PK, Izolaty A, B, C, D, E v koncentracich 10 ng DNA/ul a 5§ ng DNA/ul.
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6.5 Mez detekce stanoveni (MD)

Cilem verifikace bylo stanoveni meze detekce na hladin¢ < 0,1 % GM m/m.

Byla provedena amplifikace izolatu CRM 1/2025 a 2/2025 o koncentraci DNA 10 ng/ul
a obsahu modifikace (99-0,05) % m/m GM.

K amplifikaci a detekci produktu doslo ve vSech opakovanich. (Obrazky ¢. 13 az 17)

Z vysledki analyz vyplynulo, ze obsah modifikace DP915635 1ze detekovat na hladiné 0,05 %
GM m/m.

CRM 1/2025, CRM 2/2025 DP 915635
1/2025 2/2025

=
S

99 50 10 i 01 005 01 0,05 M50
% GM m/m

FEELE (et

—
e
s
e
s
sl
e
e
e

CRM 1/2025, CRM 2/2025 DP 915635
1/2025 2/2025

=
7]
(=)

1% 0,1% 0,05% 0,1% 0,05% M50
% GM m/m

R IR
SRL IR
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CRM 1/2025, CRM 2/2025 DP 915635

=
Wl
o

1% 0,1% 0,05% 0,1% 0,05% M50

% GM m/m

500 bp

250 bp

MR LR R

-
- -
-
[==1]
——
-
=
o
-
-

CRM 1/2025, CRM 2/2025 DP 915635

1426 2/2025

1% 0,1% 0,05% 0,1% 0,05% M50

% GM m/m

500 bp

250 bp

R L

:
$

74 bp
50 bp
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CRM 1/2025, CRM 2/2025 DP 915635
1/2025 2/2025 1/2025 2/2025

1 0,5 0,05 0,1 0,05M50 BT NK M50 1 0,1 0,05 0,1 0,05 M50
% GM m/m % GM m/m

250 bp

e
~ -
N
o
-——
-~ -
Ed
-
-

FEOE T
PO T

Obrazky €. 13 az 17. 2. - 5. 2. 2026.

Stanoveni MD transgenu DP915635 (74 bp), BT — beztemplatova kontrola, NK— CRM
14/2016, M50-marker 50 bp.

CRM 1/2025: 99 %, 10 %, 1 %; 0,1 %; 0,05 % GM m/m. PCR probéhla do koncentrace
0,05 % GM m/m.

CRM 2/2025: 0,1 %; 0,05 % GM m/m. PCR probéhla do koncentrace 0,05 % GM m/m.

Z vyse uvedenych vysledkt vyplyva, ze testované certifikované referenéni materialy vykazuji

pruhy v ptislusnych mistech.

Detekovatelnost produktli PCR je zavisla zejména na koncentraci templatové DNA, kvalité
templatové DNA (zavisi na zplisobu izolace, skladovani apod.), kvalité¢ amplifika¢nich primert,

kvalité gelu, pouZitém interkalacnim barvivu a provedeni elektroforézy.

7 Z.avér

Cilem préce bylo zavést metodu pro detekci nové genetické modifikace kukutice DP915635

a rozs§ifit tak spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci v laboratoii OdMB.

Metoda stanoveni kukufice DP915635 byla tspé€$né zavedena s vyhovujici mezi detekce

0,05 % GM.
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S ohledem na negativni vysledek screeningového elementu pat, prozatim nebude tento GMO
zatazen jako dal$i parametr pfi zkouSeni pfitomnosti genetickych modifikaci u vzorki krmiv

a oslv.

V piipadé vyskytu této genetické modifikace v CR, pozadavku ze strany OOS, OdK nebo
jiného zavazného divodu zatadi laboratofr OdMB detekci DP915635 mezi stanovované

parametry.
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Testovani prenosu tomato brown rugose fruit virus

(ToBRFYV) osivem

Miroslava Hejlova

Ustfevdni kontrolni a zkuSebni ustav zemédelsky
OdDSOR, Slechtiteli 773/23, 779 00 Olomouc

miroslava.hejlova@ukzuz.gov.cz

1 Uvod

Cilem préce bylo ovéfit v laboratornich podminkédch moZnost ptenosu viru hnédé vréscitosti
plodl rajcete (tomato brown rugose fruit virus, ToBRFV) z osiva papriky na vzchézejici
rostliny. Zamérem bylo posoudit riziko nasledné infekce porostu, které je ddno snadnym
mechanickym zplsobem pfenosu tohoto viru. Dal§Sim pfedmétem ukolu bylo opakované
testovani osiv uloZenych v chladu/mrazu za G¢elem posouzeni stability a detekovatelnosti viru
metodou real-time PCR.

Virus hnédé vrascitosti ploda rajéete (tomato brown rugose fruit virus, TOBRFV) je zastupcem
rodu Tobamovirus a byl poprvé popsan jako ptivodce infekce rajcat (Solanum lycopersicum L.)
v Izraeli v roce 2014. Ve stejném roce zde zplsobil vyznamné ztraty na vynosech rajcat (Luria
et al.,, 2017), v roce 2015 pak v Jordansku (Salem et al., 2016). Vyznamné Skody byly
zaznamenany 1 na paprikach (Capsicum annuum L.), naptiklad v Italii (Panno et al., 2019).
V roce 2019 byl ToBRFV zatazen na varovny seznam EPPO (European and Mediterranean
Plan Protection Organisation) a nasledné ustanoven jako regulovany karanténni Skodlivy
organismus Provadécim natizenim Komise (EU) 2020/1191. Od roku 2014 byly hlaSeny
vyskyty ToOBRFV jiz z vice nez 50 zemi svéta (EPPO Global Database, 2025). Na zaklad¢ zprav
z n€¢kolika ¢lenskych statii a informaci ziskanych z aktualizované analyzy rizik (PRA ToBRFV:
EPPO, 2024) dosp¢la Evropska komise k zavéru, ze navzdory ptisnym eradika¢nim opatfenim
je ToBRFV v Unii natolik rozSiteny, Ze jiz nespliluje kritéria pro karanténni Skodlivy
organismus. S u¢innosti od 1. 1. 2025 byl proto jeho status zménén na regulovany nekaranténni
Skodlivy organismus pro EU, podle Provadéciho natfizeni Komise (EU) 2024/2970, kterym

se méni Provadéci natizeni (EU) 2019/2072, pokud jde o opatieni s cilem zamezit vyskytu
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organismu Tomato brown rugose fruit virus na rostlinach k péstovani Solanum lycopersicum
L. ajejich hybridech a Capsicum annuum L., a kterym se stanovi miry ¢etnosti ufednich kontrol.
Stejné jako ostatni tobamoviry je TOBRFV pfenosny osivem. Virus se nachédzi v obalu semene,
byl detekovan v endospermu, avsak nikoliv v embryu (Davino et al., 2020). Procento pienosu
ToBRFV osivem uvadéné v literatuie je pomérné nizké: (0,08 — 2,8) % (Davino et al., 2020).
A. Dombrovsky, pers.com., 2024 udava, ze z 8000 rostlin ziskanych vysevem infikované¢ho
osiva byly ToBRFV infikovany dv¢. Presto i jedna infikovana rostlina v porostu ptedstavuje
hrozbu, protoze virus je velmi snadno mechanicky pienosny (Zhang et al., 2022), vysoce
stabilni v prostiedi a dlouhodobé detekovatelny naptiklad v ptidé (Dombrovsky et al., 2022)
a ve vod¢ (Mehle et al., 2023).

2 Material a metody

Testovani pienosu ToOBRFV osivem spocivalo ve vysevu semen odrad paprik ceského ptivodu
pochazejicich z rostlin pozitivné testovanych na ToBRFV a nasledném testovani vzeslych
rostlin. Pocet testovanych rostlin kazdé odridy byl stanoven na 500. Rostliny byly testovany
ve fazi déloznich a dvou pravych listd. Samotné péstovani i testovani probihalo za pfisnych
hygienickych podminek z diivodu zamezeni kontaminace pokusu a laboratofe timto extrémné
snadno mechanicky ptenosnym virem. Rostliny byly testovany molekuldrnimi metodami
v souladu s legislativou platnou v dobé pokusu (Provadéci natizeni Komise (EU) 2020/1191,
ve znéni pozdéjSich predpisi). Molekularni metody detekuji RNA viru a nerozlisi, zda se jedna
o virus schopny infikovat rostlinu, nebo pouze o neinfekéni fragmenty RNA. Proto byl
v pfipad€ pozitivni detekce ToBRFV v rostliné proveden biologicky test mechanickou

inokulaci indikatorovych rostlin.

2.1 Ziskani prirozené infikovaného osiva paprik

Pro ucely pokusu byla pouzita osiva Ceskych odriid paprik pochazejici zjednoho mista
produkce s réiznou urovni infekce ToBREV. Uroveii infekce je v tomto piipadé vyjadiena
hodnotou Cq ziskanou testovanim vzorkl osiv metodou real-time RT-PCR podle protokolu
ISF, 2020. Niz$i hodnota Cq indikuje vys§i mnoZzstvi viru detekovaného ve vzorku osiva,
zatimco vy3§i hodnota Cq odpovida niz§imu mnozstvi viru detekovaného ve vzorku. Cast osiv
byla ziskana v roce 2022 z rostlin pozitivné testovanych na ToBRFV (odridy €. 3, 4, 8, 9, 10),
¢ast osiv byla ziskdna v roce 2023 z ToBRFV pozitivné testovanych vzorki osiv (odrady ¢. 1,

2,5, 6, 7). Cqhodnoty vsech vybranych odriid osiv jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1. Cq hodnoty osiv (ISF, 2020.)

Odriida 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Cq hodnota 15,6 | 22,2 | 22,5 | 22,6 23 25,6 | 25,7 | 26,4 | 29,4 | 29,6

2.2 Péstovani rostlin paprik

Semena deseti odrid paprik byla postupné vysévéana v péstebni komote Oddé€leni diagnostiky
Skodlivych organismi Olomouc (Obrazek 1) s fizenymi teplotnimi a svételnymi podminkami
(28 °C, 16 hodin den, 8 hodin noc). Kapacita komory je ptiblizne 720 rostlin, doba potiebna ke
vzejiti a otestovani jednoho vysevu byla asi 2 az 3 mésice. Vysevy jednotlivych odriid probihaly
postupné, v zavislosti na aktualni kapacité laboratote virologie. Vysévalo se vzdy jedno semeno
do samostatného kvétinace s perlitem. Na jednom tacu bylo umisténo 12 az 24 kvétinaci.
Rostliny byly pravidelné zavlaZzovany Zivnym roztokem (Agro Kristalon start). Ve fazi
déloznich listl a prvniho paru pravych listii byly z rostlin za ptisnych hygienickych odminek
odebrany vzorky, které se testovaly real-time RT-PCR na ToBRFV podle ISF, 2020. Po ziskani
vysledki byl pokus ukonc¢en, rostliny zlikvidovany autoklavovanim a veskeré pouzité pomiicky
(kvétinace, tacy) i cela péstebni komora dezinfikovany 1,3% roztokem chlornanu sodného, aby
se zabranilo néasledné kontaminaci.

U osmi odriid bylo vypéstovano a otestovano 500 rostlin podle stanoveného planu. U odridy
¢islo 1 se vzhledem k nedostatecnému mnoZstvi semen podafilo vypéstovat a otestovat pouze
253 rostlin, u odridy ¢islo 10 z diivodu slabé kli¢ivosti pouze 400 rostlin. Odridy 3 a 4
vykazovaly také velmi nizkou kli¢ivost, a proto musely byt vysety opakovan¢, aby bylo
dosaZeno stanoveného poctu 500 rostlin. Tento postup vedl k prodlouZeni celkové doby trvani

ukolu.
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Obrizek 1. Péstebni komora OdDSOR Olomouc — vze§lé rostliny paprik.

2.3 Testovani rostlin

Po vzejiti rostlin ve fazi déloznich listh byly odebrany vzorky, z nichz byla izolovana RNA
pomoci RNeasy Plant Mini kit (Qiagen) a nasledné byly testovany metodou real-time RT-PCR
podle protokolu ISF (2020). Stejny postup se opakoval ve fazi prvniho paru pravych lista.

2.3.1 Vzorkovani rostlin
Vzorky zrostlin byly odebirdny v jednorazovych rukavicich utrZenim malé casti listu.

Po kazdém odbéru byla rukavice vymeénéna, aby se zamezilo pfipadné kontaminaci z rostliny
na rostlinu a naslednym testovanim byly zachyceny pouze ty rostliny, jejichz infekce TOBRFV
pochdzi z osiva. Odebrané listy byly vlozeny do homogeniza¢nich sacka (Bioreba) a testovany
ve smésnych vzorcich z rostlin z jednoho az dvou taci (podle poc¢tu vzeslych rostlin — max
pocet 48). Standardné se v Laboratofti virologie testuje TOBRFV z rostlin ve smésnych vzorcich

odebranych maximaln¢ z padesati rostlin (PM 7/146(2) Tomato brown rugose fruit virus).
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2.3.2 Izolace RNA
Izolace RNA byla provedena kitem RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Odebran¢ listy v mnozstvi

(0,5 —1) g byly zhomogenizovany v extrakénim pufru (Loewe) v poméru 1 : 10. Z homogenatu
bylo odebrano 50 pl, ktery byl ptidan do 450 pul RLT pufru s merkaptoethanolem a déle se
postupovalo dle postupu doporuceného vyrobcem (RNeasy Plant Mini Kit, Quick-Start
Protocol, 2016). V poslednim kroku izolace se RNA eluuje dvakrat ve 30 ul RNase Free Water
(vysledny objem je 60 pl).

2.3.3 Real-time RT-PCR
Vzorky byly testovany metodou real-time RT-PCR se specifickymi primery CaTa28F, CaTa

28R a sondou CaTa28P (ISF, 2020). Ke kazdé testované sad¢ vzorkl byla zafazena negativni
izola¢ni kontrola k ovéfeni spravnosti izolace RNA, pozitivni amplifikacni kontrola k potvrzeni
funkc¢nosti reakce a negativni amplifikacni kontrola (RNas Free Water z PCR kitu) k vylouceni
kontaminace reak¢éni smési (PM 7/146(2) Tomato brown rugose fruit virus). Vzorky i kontroly
byly analyzovany ve dvou technickych opakovanich. U vSech vzorkil a kontrol byla soucasné
provedena interni real-time RT-PCR kontrola (samostatna reakce ve stejném béhu) s primery
COX-F, COX-R a sondou COX-P detekujici rostlinnou RNA (Weller et al., 2020).

Vzorky byly testovany v souladu s pozadavky v dob¢ trvani pokusu platného Natizeni Komise
(EU) 2020/1191, ve znéni pozdé&jSich ptedpisii, které piesné¢ vymezuje testovaci metody

na ToBRFV.

24 Testovani osiv paprik

Osiva paprik byla opakované testovdna s ticelem zjistit, zda délka doby uskladnéni a teplota
ovliviiyji stabilitu viru z pohledu detekovatelnosti metodou real-time RT-PCR. Odrudy paprik
¢. 3,4, 8,9, 10 byly uchovavany v chladu pfi teploté +4 °C, odriidy €. 1, 5, 6, 7 byly rozdéleny
na dvé ¢asti: polovina osiva téchto odrid byla uloZena v chladu pfi +4 °C, druhd polovina

v mrazu pii -20 °C. Odriida 2 nebyla za G¢elem zjiSténi virové stability testovana.

2.4.1 Izolace RNA
RNA byla izolovana kitem RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Osivo v mnozstvi 1000 semen

bylo zhomogenizovano ve 20 ml extrak¢niho pufru (Loewe). Z homogenatu bylo odebrano 100
ul, ktery byl pfidan do 450 pl RLT pufru s merkaptoethanolem a dale se postupovalo podle
postupu doporuceného vyrobcem (RNeasy Plant Mini Kit, Quick-Start Protocol, 2016).
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V poslednim kroku izolace se RNA eluuje dvakrat ve 30 ul RNase Free Water (vysledny objem
je 60 pul).

2.4.2 Real-time RT-PCR

Vzorky osiv byly testovany shodnou metodou jako vzorky odebrané z listt, viz kapitola 2.3.3.
2.5 Vysledky

2.5.1 Vysledky testovani ToOBRFYV v rostlinach

Celkem bylo v laboratornich podminkach vypéstovdno a otestovano 4653 rostlin paprik
z infikovaného osiva. Pfi testovani odrady €. 1, odridy s nevyssi mirou infekce (pivodni Cq
15,6), byl ToBRFV detekovan ve smésném vzorku 21 rostlin péstovanych v tacu 2.
Tyto rostliny byly znovu jednotlivé vzorkovany z déloznich listi a testovany. ToBRFV byl
zjistén v jediné rostlin€ s Cq 33 (ISF, 2020), coz odpovidé limitnimu mnozstvi virové RNA
detekovatelnému ve vzorku. Vzorek odebrany z prvniho paru pravych listd stejné rostliny byl
nasledn¢ testovan s negativnim vysledkem (Obrazek 2).

Z pozitivné testované rostliny byl proveden biologicky test mechanickou inokulaci
na indikatorové rostliny Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum cv. Samsun a Nicotiana
occidentalis PI (PM 7/153 (1) Mechanical inoculation of test plants). Inokulované rostliny
nevykazovaly symptomy virove infekce. Nasledné laboratorni testovani metodou real-time RT-

PCR (ISF, 2020) potvrdilo negativni vysledek na pfitomnost TOBRFV.
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Obrazek 2. Rostlina papriky pozitivné testovana na ToBRFV.

2.5.2 Vysledky testovani ToBRFYV v osivu paprik
Osiva odrad 3, 4, 8, 9, a 10 byla uskladnéna v chladu v obdobi 2022 az 2024 a dvakrat

pretestovana. Ziskané vysledky prokazuji jednoznacnou detekci TOBRFV ve vSech testovanych
odridéch i po tfech letech skladovéani. U odridy 4 doslo ke zvySeni Cq hodnoty o 4,1 cyklu,
u ostatnich odrtd nebyl rozdil plivodni a po tech letech ziskané Cq hodnoty vyssi nez jeden
cyklus (coz je zanedbatelny rozdil vyskytujici se v ramci parametru opakovatelnosti testovani

stejného vzorku danou metodou; Tabulka 2).
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Tabulka 2. Cq vzorkii osiv vybranych odrid paprik v letech 2022 az 2024.

Odruda Rok
Cq

2022 2023 2024
3 22,6 22,6 23,7
4 25,6 25,1 29,7
8 26,4 25,9 26,6
9 25,7 28,0 26,7
10 29,6 28,2 29,0

U osiv odrid 1, 5, 6 a 7 byl sledovan vliv teploty uskladnéni na Cq hodnoty. Na zaklad¢

ziskanych dat lze konstatovat, ze skladovani osiva v chladu (£ 4 °C) ani v mrazu (+ 20 °C)

nema vyznamny vliv na stabilitu viru z hlediska jeho detekovatelnosti (Obrazek 3). Rozdily

mezi obéma variantami byly zanedbatelné: u odriid 1, 6 a 7 byl rozdil Cq hodnot vSech testovani

v rozmezi 0,5 az 1,1, coz, jak jiz bylo vySe uvedeno, je bézny rozdil vyskytujici se v ramci

parametru opakovatelnosti testovani stejného vzorku danou metodou, u odridy 5 byl rozdil

mirné vys$si (Tabulka 3). Pravdépodobnym vysvétlenim vyrazného zvysSeni Cq hodnoty vzorku

osiva vlci hodnoté ptivodné testovaného vzorku u odriidy 1 z 15,6 na 25,8 je rozdilnd, vyrazné

vy$si, koncentrace viru v piivodné odebraném a testovaném vzorku, zplisobena degradaci

virové RNA po jeho odumfeni, kterd ve vzorku pietrvava a plisobi jako kontaminant z pohledu

detekce molekularnimi metodami.

Tabulka 3. Rozdil Cq hodnot jednotlivych odrud uloZenych v chladu/mrazu.

2023 2024 2025
Odrida |PivodniCq| +4°C -20°C | Rozdil | +4°C -20°C | Rozdil
1 15,6 25,8 25,1 0,7 26,5 25,7 0,8
5 22,2 25,0 27,3 2,3 26,4 27,7 1,3
6 23 25,4 26,5 1,1 26,8 27,6 0,8
7 21,1 26,6 26,1 0,5 27,1 26,6 0,5
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Plvod ToBRFV pozitivné testovanych vzork(
osiva papriky 2020-2025

Ccz
41%

treti zemé
59%

m CZ mtietizemé

Plvod ToBRFV pozitivné testovanych vzork(
osiva rajcete 2020-2025

Ccz
27%

tfeti zemé
73%

m CZ = tfetizemé

Obrazek 3. Puvod pozitivné testovanych vzorki osiv v letech 2020 az 2025 v laboratori

virologie ODSOR.

Diskuze a zavér

V laboratofi virologie je TOBRFV testovan od roku 2019. Prvni pozitivni vzorek byl detekovan
v roce 2020 ve vzorku osiva papriky testovaném v ramci dovozni rostlinolékatské kontroly.
V obdobi 2020*-12025 bylo piijato k diagnostice TOBRFV celkem 5038 vzorki, z toho 3313
vzorkd osiv druhlt Capsicum annuum L., Capsicum baccatum L., Capsicum frutescens L.,

Capsicum chinense Jacq., Capsicum pubescens Ruiz. & Pav., Solanum aethiopicum L.,

I x Analyza zahrnuje vzorky testované na TOBRFV v letech 2020-2025, kdy se k testovani pouzivaly vyhradné

molekularni metody.

37



Solanum lycopersicum L., Solanum melongena L., Solanum pimpinellifolium L. Z tohoto
mnozstvi predstavovalo 1803 vzorkil osiva paprik, 1510 vzorkl osiva rajcat. TOBRFV byl
detekovan celkem ve 169 vzorcich osiv, 95krat v osivu papriky, 74krat v osivu rajéete. VEtSina
pozitivnich zachyti ToBRFV v laboratofi virologie ve vzorcich osiv rajcat a paprik pochazela
z dovozu ze tietich zemi (Obrazek 3). Analyzy vzorkli provedené v laboratoii virologie
ODSOR za poslednich pét let spolu s vysledky vyvojového tikolu potvrzuji udaje uvadéné
v literatuie, ze prenos ToBRFV z osiva na vzchdzejici rostliny, v nasem piipad¢ papriky,
se vyskytuje jen ve velmi nizkém procentu piipadi. Piesto i1 toto nizké procento ma zasadni
vyznam pro epidemiologii patogenu, nebot’ se béhem posledni dekady rozsitil z plivodniho
ohniska v Izraeli do vice nez padesati zemi svéta (EPPO Global Database, 2025). Tento fakt
Je znamo, Ze papriky mohou byt nositeli gent rezistence k tobamovirim L3 a L4 (ToBRFV
je zastupcem rodu Tobamovirus). Rostliny paprik, ze kterych pochézelo testované osivo,
nevykazovaly priznaky virové infekce a dobfe prosperovaly, coz naznacuje pfitomnost
uvedenych gent rezistence. Od roku 2019 byl v EPPO Reporting Service nahlaSen pouze jeden
vyznamny vyskyt ToOBRFV na paprikach s vyraznym ekonomickym dopadem — v roce 2020
na Sicilii (Panno et al., 2019). V tomto ptipad¢ byly mozaiky a deformace plodii pozorovany
na 85 % péstovanych rostlin Capsicum annuum. Péstovana odrida vsak nebyla nositelem genti
rezistence a byla péstovana v lokalité, kde byl v pfedchozim roce TOBRFV detekovan v porostu
rajc¢at. V sou€asné dob& by mély byt v zemich EU dostupné seznamy odriid paprik nesoucich
geny rezistence k tobamoviriim, avsak tyto informace nejsou k dispozici pro vSechny odrady
(naptiklad ceské odridy paprik). Navic, jak uvadi Eldan et al. (2022), rezistence mize byt
za urcitych podminek prekonana, naptiklad pii teplotach nad 30 °C.

Do 1. ledna 2025 byla diagnostika ToOBRFV ve vzorcich osiva legislativné omezena vyhradné
na molekuldrni metody detekce. Tyto metody jsou vysoce citlivé, avSak interpretace vysledki
téchto metod miize byt problematicka. Udaje z Nizozemska, Slovinska, Belgie, Spojeného
kralovstvi Velké Britanie a Severniho Irska uvetejnéné ve studii Giesbers a kol., 2024 zamétené
na testovani rostlin, sklenikli a jejich okoli poukazuji na moznost vlivu environmentalni
kontaminace zplsobené pritomnosti rezidui genetického materidlu ToBRFV v prostiedi
na celkovy vysledek rozboru vzorku. Pozitivni nalez ziskany testovanim vzorku molekuldrnimi
metodami pak muze odrazet pouze ptritomnost neinfekénich fragmenti RNA viru, nikoli
skute€nou infekci rostliny (Giesbers et al., 2024). U osiv mohou byt pozitivni nélezy

s vysokymi Cq hodnotami vnimany podobné.

38



Na zékladé¢ vySe uvedeného testovani, dostupnych publikovanych Udajia a reklasifikace
ToBRFV na regulovany nekaranténni §kodlivy organismus Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav
zemédélsky (UKZUZ) upravuje od 16. unora 2026 procesni postup testovani osiv rajéete
(Solanum lycopersicum L.) a papriky (Capsicum annuum L.) pivodem z Ceska a ze téetich
zemi na pritomnost viru hnédé vrascitosti ploda rajcete TOBRFV pro tcely dovozu a vnitiniho
trhu. Oba viry se v souladu s platnou regulaci v EU nesm¢ji v osivu a sadbé rajcete a papriky
vyskytovat. UKzUZ ovéiuje tuto skute¢nost laboratornim testovanim
s vyuzitim molekularnich metod. Nové bude mozno doplnit molekularni diagnostiku
biologickym testem (ISHI-Veg, 2019a, b), ktery v ptipadé hrani¢nich hodnot pozitivniho
molekularniho testu umozni jednoznacné prokazat piitomnost infekéniho a biologicky
aktivniho viru. Pro vyvoz osiv do tfetich zemi bude vzdy rozhodujicim kritériem pouze
vysledek molekularniho testu bez ohledu na dosaZené Cq hodnoty real-time RT-PCR na detekci

viru, biologicky test se neprovadi.
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