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1 Cil metodiky

Rostouci vyznam genetickych zdioy mezinarodnim i narodnim gtitku
klade stale vySSi pozadavky na kvalitu vedeni anboeni kolekci. Vedle popisu
hospod#&sky dilezitych znak jednotlivych genotyp se stélecasgji objevuji
pozadavky na jejich charakterizaci, tedy na podehyalastnosti a znak které
mohou poslouzit k jednoztiaé identifikaci jednotlivych polozek. Elektroforéza
zasobnich bilkovin jedstavuje jednu z moznosti této charakterizace st
metodického fistupu vychézi ze skuteosti, Ze zasobni proteiny zrna jsou
geneticky determinovany &itymi lokusy, a tedy Ze nejsou zavislé nagjéich
podminkach — réniku, vyzik a lokali€. Vzhledem k tomu, Ze jsou polymorfni,
mohou slouzit jako genetické bilkovinné markery pientifikaci genotyg i pro
stanoveni jejich homogenitietoda A-PAGE vyuZziva moZznosti radd zasobni
bilkoviny podle molekulové hmotnosti a podle povgiovrchového naboje. Tim
jsou vytvaeny jednotlivé zony ve vysledném elektroforeograPrioha a intenzita
proteinovych zon odpovidad genetické konstituci malie a je pro
charakteristicka. Ziskané vysledky jsou nezavisi@odminkach gstovani vzork.
Tim se metoda stava idealnim nastrojem pro obkstikace odtdy pii kontrole
produkce, Sleckni i vyzkumu etrg genetickych zdrdi.

V prabéhu reSeni projektu 1G46065 (ZvySeni uzivatelské hodaoctjektivity
prace s kolekcemi genetickych zdrgarni pSenice, ovsa a oziméhdreene) byla
otestovana moznost vyuziti elektroforézy avén{prolaminové frakce protein
ovesného zrna) i globulin Na zaklad vysledki byla pro dalSi hodnoceni zvolena
praw analyza avenil ktera u ¥tSiny v ramci v projektu analyzovanych genatyp
ovsa vzork poskytla jednozn@é rozliSeni. Jde o metodu relagdvjednoduchou
a nenaronou, ktera je proveditelna radt laboratdi, vysledky Ize jednoduSe
uchovéavat a archivovat v zavislosti na vybavenikkémiho pracovist

Cilem zpracovani této metodiky bylo vypracovat ggai pracovni postup
provedeni elektroforézy zasobnich bilkovin ovsa azmosti jejiho vyuziti
k charakterizaci genotyip k owtreni pravosti materiéla jejich¢istoty. V priibéhu
vypracovavani metodiky byly uvedené postupy vyudwgednak k ziskani
charakteristik vybranych matenidl z kolekce genetickych zdigj ale také
k informativnimu  o¥feni pravosti a cistoty vzorki ziskanych z praxe
a vyuzivanych p reSeni dalSich vyzkumnych projékt

Metodika zpistupiuje owieny pracovni postup dalSim laborébo
a pracovistim, pro které jaikzité znat originalnost &@stotu zpracovavaneho nebo
hodnoceného materialu.



2 Vlastni popis metodiky

2.1 Podstata postupu

Metodika utuje postup elektroforetického stanoveni prolamimbvpilkovin
(aveniri) ovsa metodou vertikalni elektroforézy v deskadtygkrylamidového
gelu.Cast zasobnich bilkovin rozpustnych v 25 % vodnérnota 2-chlorethanolu
se po extrakci z endospermu zrna podrobi elektetftke separaciippH 3,2 i
stabilizovaném napi a tomu odpovidajicimu stejnoSmému proudu, ktery
béhem aleni klesa od dvou do asi jednohoA.cmi®. Tim se zéasobni bilkoviny
rozcli podle molekulové hmotnosti a podle povahy poengho naboje. Poloha
a intenzita proteinovych zén v elektroforeogramwpamdda genetické konstituci
materialu a je pro & charakteristickd. Metoda vychazi ze standardféregtni
metody doportené organizaci ISTA (International Seed Testing o8isdion)
(ISTA, Draper 1987) pro identifikaci ofl pSenice ajmene pomoci
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu. Tato metgel@ednétem CSN 461085-
2. PSenice obecna &jgen — Stanoveni otidové pravosti a oddoveé ¢istoty —
Cast 2: Elektroforéza bilkovin v polyakrylamidové g (A-PAGE).

2.2 Vzorky

Popsanou metodou mohou byt hodnoceny vzorkystitplské praxe, ziskané
v polnich pokusech i z kolekce genetickych zdélrdpro charakterizaci genotfyp
z kolekce genetickych zdibja pro o¥ieni homogenity materidlu je obvykle
analyzovano minimak 100 zrn. Pro odfeni pravosti materidlu (odldy) maze
post&ovat menSi p&et zrn (15-20). Spektra zrn testovaného materidou j
v takovém pipad vizualreé porovnana s etalonovym spektrem danéuagr
analyzované spole¢ stestovanym vzorkem nebo s etalonovymi spektry
ulozenymi v databéazi (katalogu).

Pri tvorb¢ databaze etalonovych spekter (reféréoh elektroforeograf)
nebo zajigovani vzorku odrdy pro owteni pravosti testovaného materialu je
nutno vychéazet ze vzoikse zaji&nou originalitou — fivodni vzorky od Slechtitele
nebo originalni obdrzené vzorky z kolekce genetitkyzdroji. Vyhodou je
moznost vyuziti i vzork neklicivych ze zasoby originalnich osiv.



2.3 Hristroje a pomicky
Nastroj pro drceni zrna — kladivko nebo mlynek, ktarém je mozno pomlet
jednotliva zrna Z&ézeni pro vertikalni deskovou elektroforézu se jronapajeni
(moznost nastaveni konstantniho &taw rozsahu min. 100 — 300V) a moznosti
chlazeni.
Magnetické michadlo
Frigostat s v&§Sim okruhem chlazeni
Trepaka Vortex
Laboratorni odsedivka s odsedivym zrychlenim 4500 g s velkokapacitnim
rotorem pro polypropylenové zkumavky na 1,5 azral0
Mikrostiikacka Hamilton pro davkovani vzaikpipety pro odrérovani chemikalii,
chladntka, laboratorni od#mé sklo, laboratorni vahy, ¢bné laboratorni
vybaveni, osobni ochranné pracovni pexdiy (rouska, rukavice).

2.4 Chemikalie a roztoky

VSechny chemikalie stugrp.a. nebo vyssi, pokud neni uvedeno jinak.
Zasobni roztok polyakrylamidu pro p¥ipravu gelu:
Na pripravu 500 ml zasobniho roztoku:

50 g akrylamidu,

2 g bisakrylamidu,

30 g ma@oviny,

0,5 g kyseliny askorbové,

0,5 g glycinu,

10 ml kyseliny octové ledove.
K navadZzenym chemikdliim sefiga cca 400 ml destilované vody, zamicha
magnetickym michadlem, igfiltruje a doplni destilovanou vodou do objemu
500 ml. Takto pipraveny roztok se skladuje v chladee, kde je f teplo& 4 az
8°C stabilni min. 1 ®sic.
Roztok siranu Zeleznatého:
Navazi se 0,5 g siranu Zeleznatého a doplni sebgomo 40 ml destilovanou
vodou, ffida se 5 kapek kyseliny sirové
Roztok peroxodisiranu amonného (APS)
Pripravuje se 10% roztok: 0,25 g peroxodisiranu ardbonse rozpusti ve véd
a doplni vodou do 2,5 ml (vodgstoty pro HPLC).



Extrak €ni roztok:

K 25 ml chloretanolu seffgla 50 ml vody a 50 mg pyroninu G (nebo pyroniny Y)
po rozpustni za stalého michani se doplni vodou do 100 ml.

Elektrodovy pufr:

2,4 g glycinu a 24 ml kyseliny ledové octové seldbgo celkového objemu 6 |
destilovanou vodou, mnoZzstvi se voli podle typtizeai pro elektroforézu.

Barvici roztoky:

Barvici roztok A:100 g kyseliny trichloroctové (T¢Ase doplni destilovanou
vodou do objemu 1000 ml

Barvici roztok B:1 g Coomassie Brilliant Blue (CBB)250 a G-250 v poénu 1:1
ve 100 ml etanolu se micha do rozgungbarviva, cca 60 minut.

Fixa¢éni roztok:

2% glycerol: 20 ml glycerolu se doplni do objem@Q@0@nl destilovanou vodou.

2.5 Pracovni postup

2.5.1 Riprava gelu

Pripravi se suchd é&sta skla, sestavena na zaklathvodu podle typu #&eni.
Doporwena tlouska gelu je 1 mm.

Uvadina mnozstvi roztak jsou vypd@tena pro zézeni FISCHER MAXI 20-
DUAL COOLED s rozngry skel 200x200mm ai&e mezernik 2 cm i tloust’ce
gelu 1mm.

Pro @ipravu gelu pouzijeme: 50 ml zasobniho roztoku glotylamidu,
300 ul roztoku siranu Zeleznatého
120 pl roztoku APS,
150 ul TEMEDu (NNN'N" tetramethylethylendiamin).

Za piibézného michani se do 50 ml zasobniho roztoku pojjakidu Fida
300 pl roztoku siranu Zeleznatého, nastesin fida 120 pl roztoku APS a rychle,
s co nejmenSic¢asovou prodlevou (protoze gel snadno polymerujed 5
TEMEDu (katalyzator reakce). Taktdipraveny roztok se nalije mezi sestavena
skla, vlozi lteben pro vytveeni jamek (k uvedenému typu aparatury 24 jamkovy)
agel se nechd minim@nl0 minut polymerovat. Je moznofigravit gel
predchazejici den a nechat jej do wpbeni nasledujiciho dne v chlathe.



2.5.2 Riprava vzorku, extrakce avenin

Pro analyzu se pouziji nahadwybrana zrna z analyzovaného vzorku ovsa.
Analyzuji se jednotliva zrna, tj. jedno zrno=jedsiaktroforeticka draha). Pluchata
zrna se oloupou, bezpluch& pouziji bez Upravy. Zaavazi, pomele nebo podrti
(nap. kladivkem mezi listy hladkého papiru)f de jednotli¢ premisti do malych
polypropylenovych kyvet o objemu 1,5 az 2,0 mlial@ se pisluSné mnozstvi
extrakiniho roztoku. Extraéni roztok je davkovan na zékkdhmotnosti
jednotlivych zrn, na 40 mg vzorku 1 ml extéakho ¢inidla. Vzorek se dkladre
promicha narepace Vortex po dobu 2 hodin a neché v ueaé kyvet pies noc
v chladnice i teplok 4-8°C. Nasledh se smis odstedi @i 1500 ot/min po dobu
5 minut a supernatant se pouzije k elektroforéze.

2.5.3 Elektroforéza

Po zpolymerovani gelu mezi skly seeben vytdhne a vytwvené prohlubé se
promyji elektrodovym pufrem, jehorgbytky se odsaji pipetou. Dolni nadoba
aparatury se naplni elektrodovym pufrem v mnoZzsteré odpovida danému typu
aparatury. Zapne se chlazeni.

Vzorky se nanaSeji mikropipetou v mnozstvi 15 az pR5opatrnym
podvrstvenim, icemz je vhodné ozwra vychozi stranu. Vzhledem ke kyselému
prostedi se polarita nastavi obragemedy anoda na katodu a katoda na anodu.
Vlastni elektroforéza probiha nejprvé papti 100 V po dobu 1 hodiny, dale pak
pii 300 V. Doba trvani elektroforézy se rovna &dighu barevného markeru
Pyronin G plus 25 minut. Teplota elektrodového pufe udrzuje pomoci chladici
jednotky na 8 °C.

2.5.4 Fixace, barveni, suseni

Do sklergné misky se naleje 10 ml barviciho roztoku B a dbplo 200 ml
barvicim roztokem A . Sklo s gelem se vyjme z et#kretické aparatury a gel se
prenese do misky s barvici lazni. Barveni probihadého dne, cca 20 hodin.
Pak se gel promyje v destilované ¥gqaca 10 minut) a na 1 hodinu se ptindo
2% roztoku glycerolu. Roztokem glycerolu je vhodrechat nasdknout i celofan.
Po vyjmuti z glycerolu se gel vlozi mezi dva cetaf@é fFirezy vhodné velikosti
a napne na skléné desky. SuSi se pomald @aboratorni teplat, doba suseni je
priblizné dva, ale i vice dni.



2.6 Hodnoceni

Hodnoceni se provadi na zakiadpolohy jednotlivych zo6n (prouik
v elektroforeogramu a intenzity zabarvengéchto zo6n. Poloha z6n je
charakterizovana relativni elektroforetickou mdbili (REM), ktera udava pam
vzdalenosti dané zony odc&ku gelu k celkové délce gelu, a relativni intémzi
zbarveni (RIB) (stupnice 1 — 5). Hodnoceni je mojmovadt vizualre nebo
pomoci pditacové denzitometrie. Vzajemné porovnani jednotliv@etin nag. pri
hodnoceni sérii genotyipumoziuje z&azeni vhod& zvoleného referamiho
genotypu do uitého pa@tu drah kazdého gelu. Jsou tak eliminovany rozdily
vzniklé pripadnymi rozdily v podminkachigorovadni jednotlivych analyz.

Pri zakladni charakterizaci materidlu je hodnocenadsbst jednotlivych
elektroforeograrn a paet pitomnych linii. U modernich odd je ve wtSing
pripadi zjiSttna jedna linie, u starSich matetige mozno nalézt dvi vice linii
s iznym podilem zastoupeni. Jedna se indpajové odidy nebo sbrové
materialy. V jednotlivych skupinach s identickynpiektry se s&ou obilky a déale
se séte celkovy pdet hodnocenych obilek. Je vyhodnocertgiozrn genotypu
prislusné linie a zastoupeni linie je vyfddo v procentech. U elektroforeogram
jednotlivych linii pak sledujeme get jednotlivych zdn, jejich REM a RIB. Pro
hodnoceni stugn podobnosti mezi jednotlivymi spektry je mozné yuiag.
index identity nebo Diceho podobnostni koeficiemizavislosti na dostupném
programoveém vybaveni pracowst

Pri vyuziti elektroforézy pro asfeni odfidové pravosti jsou ziskana spektra zrn
analyzovaného vzorku porovnavana s etalonovym spektdané odidy,
analyzované spoble¢ stestovanym vzorkem nebo s etalonovymi spektry
uloZzenymi v databazi (katalogu). Postup vyhodnogerw tomto gipac u ovsa
shodny jako u jinych obilovin a je mozno pouzit hamstup uvedeny ¢SN 46
1085-2.

2.7 Ulozeni vysledi

Ziskané gely s elektroforeogramy Ize usuSené épain dokie skladovat
a v gipadt poteby vyuzit ke srovnani. Gely lze acove zpracovat a uchovavat
také v elektronické podebnag. skenované.



2.8 Bezpénost prace

Pfi praci se vSemi chemickymi latkami je nutno dodw@opokyny stanovené
v bezpénostnich listech a pouzivatfqulepsané ochranné osobni pracovni
pomicky.
Nize uvedené chemické latky pouzivané& ptanoveni maji tyto symboly
nebezpéi:

Akrylamid — bila krystalicka latka rozpustna ve ¥pdymbol nebezpeé T

N,N’-Methylenbisakrylamid — latka bilé barvy rozpustnd ve wgdsymbol
nebezpéi Xn

Peroxodisiran amonny —latka bilé barvy rozpustna ve wdsymboly nebez@é
Xn, O

TEMED - bezbarva kapalina, symboly nebeZipén, N

Kyselina trichloroctova - bila krystalicka latka rozpustna ve wodsymboly
nebezpéi N, C

Kyselina octova —bezbarva kapalina, symbol nebeZpe

2-Merkaptoethanol —bezbarva kapalina, symboly nebedpg N

2-Chlorethanol —bezbarva kapalina, symbol nebe&pe+

T+ vysoce toxicky

T toxicky

Xn zdravi Skodlivy

C Ziravy

O oxidujici

N nebezpény pro zivotni prosedi



3. Srovnani ,novosti postupi”

Pfi vypracovavani fedkladaného metodického postugesitelé vychazel
z normy CSN 461085-2 a dal$i uvedené literatury. Norma pi@istanoveni
odmidové pravosti &istoty u pSenice a ¢gnene. Vzhledem k odliSnosti zasobnich
bilkovin ovsa bylo nutno metodu modifikovat tak,ygiostup byl vyuzitelny pro
elektroforetické dleni avenii. Dosud nebyla metodika vhodnd pro
elektroforetickou separaci aveiik dispozici.

V prabéhu feSeni projektu a v navaznosti na&j nvznikla databaze
elektroforeograr odrid ovsa pstovanych v satasné dobd v Ceské republice,
kterd je vyuzivanaipoveéiovani pravosti odid ve vzorcich z §stitelské praxe.

4. Popis uplatréni certifikované metodiky

Tato metodika vznikla na pracovisti Zédilského vyzkumného Ustavu
Kroméiiz, s.r.o. ve spolupréci s laboréité\grotestu fyto, s.r.o. a jeji zpracovani
vySlo z poteby zhodnotit stav vybranych polozek domaciliwgolu v kolekci
ovsa. Vypracovany postup ale muze byt vyuzivan evediiarakterizace polozek
ovsa z kolekce genetickych zdipjtaké velmi doke ke stanoveni oddové
pravosti a odidové cistoty ovsa. Aplikaci metodiky je nApmozno utit, zda
odmida ovsa odpovida deklarované idl, je moznoreSit podereni na zarnu
dvou nebo vice odd nebo wit cistotu/homogenitu osiva. Metodiku mohou
vyuZivat Slechtitelé ovsa, mnozitel@&sptelé i zpracovatelé.
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