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Wykrywanie jakosciowe kukurydzy MON10, kukurydzy Bt-176 i soi RoundupReady® metoda PCR.
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Wykrywanie jakosciowe kukurydzy MON10, kukurydzy Bt-176 i soi RoundupReady® metoda PCR.

Badania

Wprowadzenie

Przedstawione protokoty bazujg na metodzie PCR i pozwalajg na screening GMO (stosujac

promotor 35S i terminator nos) oraz wykrywanie specyficznych GMO (soi Roundup Ready®,

kukurydzy MONB810 i kukurydzy Bt-176) w nieprzetworzonym i przetworzonym materiale,

przez poréwnanie z odpowiednimi niezmodyfikowanym genetycznie probkami (soi

kukurydzy).

Przedstawione metody pozwalajg tylko na uzyskanie wyniku jakosciowego wskazujac na

obecno$¢/nieobecnosé poszukiwanych sekwencji w probce.

Wyposazenie

* mikropipety

» termocykler

* mata wirbwka

* vortex

o statyw na probowki reakcyjne

» probdéwki reakcyjne PCR 0.2 ml
* probowki wirbwkowe 1.5 ml

* oddzielne pomieszczenie z komorg UV

Wskazowki

Caly sprzet powinien by¢ bez zanieczyszczen DNA i jesli to mozliwe, wysterylizowany przed

uzyciem.

W celu unikniecia kontaminacji nalezy uzywac¢ koncéwek do pipet z filtrem, ktére chronig

przed mozliwymi zanieczyszczeniami w wypadku tworzenia sie aerozoli.

Odczynniki
+ dATP
« dCTP
« dGTP
« dTTP

CAS1923-31-7
CAS102783-51-7
CAS93919-41-6
CAS18423-43-3

Badanie prébek zywnosci na obecno$¢ genetycznie zmodyfikowanych organizméw
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Wykrywanie jakosciowe kukurydzy MON10, kukurydzy Bt-176 i soi RoundupReady® metoda PCR.

10x PCR bufor (zwykle pochodzacy od tego samego dostawcy, co polimeraza Taq
DNA)

25 mM MgCl,

polimeraza Tag DNA

oligonukleotydy

olej mineralny (potrzebny w wypadku stosowania termocyklera bez pokrywy
wyposazonej w funkcje grzania)

woda wolna od nukleaz

Roztwor podstawowy 4 mM dNTP

dNTPs moga by¢é dostarczane we wczesniej wymieszanych roztworach
podstawowych - zawierajgcych dATP, dCTP, dGTP, dTTP w takich samych
koncentracjach — lub oddzielnie w roztworach skoncentrowanych. Jesli uzywamy
oddzielnych roztwordw, nalezy kazdy dNTP rozciehczyé w sterylnej, dejonizowanej
wodzie do stezenia koncowego wynoszacego 4mM dNTP w roztworze
podstawowym.

Roztwor nalezy podzieli¢ na mniejsze czesci i przechowywaé w temp. -20°C. dNTPs

pozostang stabilne przez kilka miesiecy.

Roztwér starterow 20 uM

Startery — oligonukleotydy sg zwykle dostarczane w formie liofilizowanej i powinny by¢

rozpuszczone az do uzyskania roztworu 20 uM.

Przygotowac 20 uM roztwor starterow wedtug wskazoéwek dostawcy.

- 1 uM =1 pmol/pl wiec 20 uM = 20 pmol/pl

- Xnmol startera + 10X pl sterylnej wody = 100 pmol/ul = 100 uM

- Inkubowac¢ przez 5 min w 65°C, wstrzasna¢ i inkubowaé przez nastepne 3 min w

65°C

- Rozcienczy¢ 1:5. Przygotowaé¢ 1 mikroprobéwke wirdwkowa zawierajacg 400 pl
sterylnej wody i doda¢ 100 pl roztwory starterow (100 uM). Stezenie koncowe: 20
UM

Podzieli¢ na mate czesci i przechowywa¢ w -20°C. Tak podzielone czesci,

przechowywane w -20°C pozostajg stabilne przez 6 miesiecy; startery w formie

liofilizowanej pozostajg stabilne w -20°C przez okres do trzech lat.
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Wykrywanie jakosciowe kukurydzy MON10, kukurydzy Bt-176 i soi RoundupReady® metoda PCR.

bufor 10x PCR

e Zwykle bufor 10x PCR, zawierajgcy 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI (pH 9.0 w 25°C) i
1% Triton X-100 jest dostarczany razem z polimerazg Taqg DNA w formie gotowej do
uzycia. Bufor powinien by¢ wymieszany i zwirowany przed kazdym uzyciem.

* Podzielone czesci sg przechowywane w -20°C i pozostajg stabilne przez wiele

miesiecy.

Roztwoér 25 mM MgCl,

Roztwér MgCl, “o czystosci odpowiedniej do PCR” jest zwykle dostarczany razem z
polimeraza Taq DNA w formie gotowej do uzycia. Roztwér powinien by¢é wymieszany (przy
uzyciu vortexu) i krétko zwirowany przed kazdym uzyciem (powoduje rozbicie gradientu
koncentracji, ktéry moze wystapi¢ przy przedtuzonym przechowywaniu). Przechowywaé w
-20°C.

Woda wolna od nukleaz
Dla Mastermixu i rozcienczeh DNA nalezy przygotowaé w matych porcjach sterylng, nie

zawierajgcg nukleaz, dejonizowang wode. Dla kazdej serii analiz powinna by¢ uzywana

nowa porcja wody.
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Wykrywanie jakosciowe kukurydzy MON10, kukurydzy Bt-176 i soi RoundupReady® metoda PCR.

PCR specyficzny dla roslinnego DNA: soja- lektyna

Identyfikacja DNA soi jest przeprowadzana poprzez znalezienie genu lektyny. Reakcja PCR
z zastosowaniem starterow GMO3/GMO4 stwierdza, czy w prébce znajduje sie mozliwe do

powielenia DNA soi.

Charakterystyka starterow GMO3 i GMO4

GMO3
Sekwencja GCCCTCTACTCCACCCCCATCC
Dtugosé 22
Masa molowa (g/mol) 6471.6
Punkt topnienia * (G/C)  65.1

GMO4
Sekwencja GCCCATCTGCAAGCCTTTTTGTG
Dilugosc¢ 23
Masa molowa (g/mol) 6981.1

Punkt topnienia * (G/C)  59.6

*bazujgc na [Na*] z 50 mM

Kontrole

W kazdej analizie bardzo wazne jest przeprowadzanie eksperymentow kontrolnych. Kontrole
negatywne sg zaprojektowane w celu sprawdzenia czy odczynniki uzyte do reakcji PCR nie
sg zanieczyszczone przez DNA. Kontrole pozytywne zawierajgce scharakteryzowane probki
sg rowniez konieczne w celu sprawdzenia efektywnosci i specyficznosci reakcji PCR.

Do analizy przeprowadzanej przy uzyciu PCR muszg by¢ dotagczone nastepujace kontrole:

Kontrola pozytywna: czyste DNA, wyizolowane z konwencjonalnej soi

Kontrola negatywna: czyste DNA, wyizolowane z innego gatunku, nie zawierajgcego genu

lektyny

Kontrola bez matrycy: kontrola negatywna Mastermixu, w ktorej zamiast DNA uzyta jest

woda

Przygotowanie Mastermixu

Odczynniki potrzebne do serii 10 probek (witaczajac kontrole pozytywne/negatywne i

kontrole bez matrycy) sgq ze sobg mieszane wedtug instrukcji podanej w Tab. 1.

Badanie prébek zywnosci na obecno$¢ genetycznie zmodyfikowanych organizméw Rozdziat 9



Wykrywanie jakosciowe kukurydzy MON10, kukurydzy Bt-176 i soi RoundupReady® metoda PCR.

Przedstawiona procedura odnosi sie do reakcji na 50 ul (48 yl z GMO3/GMO4 Mastermixu i
2 ul roztworu DNA). Wszystkie odczynniki podczas przygotowywania Mastermixu sg

przetrzymywane na lodzie.

Tabela 1. GMO3/GM0O4 Mastermix

Stezenie Mastermix Mastermix

koncowe na jedna na 10
reakcje reakcji
Sterylna, dejonizowana woda 32.75 i 327.5 i
Bufor 10x PCR 1x 5ul 50 ul
25 mM MgCl, 2.5 mM 5ul 50 ul
4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5l 25 pl
20 uM oligonukleotydy GMO3 0.5 uM 1.25 pl 12.5 pl
20 uM oligonukleotydy GMO4 0.5 yM 1.25 pl 12.5 pl
Polimeraza Tag DNA 0.025 U/l 0.25 pl 2.5 ul
RAZEM 48 ul 480 pl

* Przygotowaé mikroprobéwke wiréwkowag o poj.1.5 ml

» Doda¢ odczynniki wedtug kolejnosci podanej w Tab.1

» Delikatnie wymiesza¢ Mastermix GMO3/GMO4 poprzez pipetowanie i krétko zwirowaé
* Przenies¢ po 48 ul Mastermixu do probowek reakcyjnych PCR o poj. 0.2 ml

* Dodac¢ po 2 ul roztworu DNA

* Delikatnie wstrzgsna¢ i krétko zwirowac

* Umiesci¢ probowki reakcyjne PCR w termocyklerze

PCR program* (GMO3/GMO4)

Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 95°C 3 min
Denaturacja 95°C 30 sek
Przytaczanie 63°C 30 sek
Wydtuzanie 72°C 30 sek
Liczba cykli 40
Wydtuzanie kohcowe 72°C 3 min

4°C %0
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Wykrywanie jakosciowe kukurydzy MON10, kukurydzy Bt-176 i soi RoundupReady® metoda PCR.

Po amplifikacji, probki sgq krotko zwirowywane i wstawione na 16d.

*

Uwaga: W czasie kursu, bedg uzywane aparaty Perkin EImer Gene Amp PCR system
9600, ABI 9700. Stosowanie innych modeli termocyklerow czy termocykleréw innych
producentow pozwoli na uzyskanie takich samych wynikow, jesli tylko programy bedg

zaadaptowane i przetestowane”.

Analiza produktu reakcji PCR

Po amplifikacji poszukiwanej sekwencji, produkty reakcji PCR sg analizowane przy uzyciu
elektroforezy na zelu agarozowym w obecnos$ci bromku etydyny. 8 ul z reakcji PCR jest
mieszane z 2 ul buforu do naktadania na zel. Nastepnie prébki sg naktadane na zel
agarozowy (1.5%). Rozdziat elektroforetyczny trwa 1 godzine i przebiega przy 100 V.
Rownolegle, w celu doktadnego okreslenia wielkosci amplikonu, rozdzielany jest marker mas
molekularnych (15 pyl z 100 pz drabinki). Po rozdziale DNA na Zelu, prazki sg obserwowane
przy uzyciu transiluminatora. Zel moze by¢ sfotografowany w celu otrzymania wyniku

eksperymentu w formie obrazu.

Interpretacja wynikow

Para starterow GMO3/GMO4 stosowana do wykrycia natywnego dla soi genu lektyny jest
uzywana w tym przypadku jako system kontrolny. Specyficzny dla lektyny prazek o wielkosci
118 pz potwierdza, ze wyizolowane DNA jest odpowiedniej jakosci do amplifikacji.

W kontroli pozytywnej powielany bedzie fragment o wielkosci 118 pz. Kontrola negatywna i
kontrola bez matrycy nie powinny dawac¢ zadnych widocznych prazkow.

Jesli pozytywne/negatywne kontrole nie dajg oczekiwanych wynikéw, cata analiza PCR
wszystkich probek jest niewazna.

Jesli kontrole dajg oczekiwane wyniki, a probka nie daje prgzka o wielkosci 118 pz, oznacza
to, ze probka ta nie zawiera DNA soi, ktére mozna powielic. Nalezy pamietaé, ze inne
protokoty w tej sesji sg metodami jakosciowymi pozwalajgcymi tylko na otrzymanie wyniku

jakosciowego (zawiera/nie zawiera).

' JRC i WHO nie rekomendujg zadnych instrumentéw wykorzystywanych podczas kursu czy

wymienionych w tym przewodniku. Analizy przeprowadzone w tych laboratoriach powinny byé
powtarzalnie przeprowadzane przy uzyciu alternatywnego sprzetu.
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Wykrywanie jakosciowe kukurydzy MON10, kukurydzy Bt-176 i soi RoundupReady® metoda PCR.

PCR specyficzny dla roslinnego DNA: kukurydza-zeina

Identyfikacja DNA kukurydzy jest przeprowadzana poprzez znalezienie genu zeiny. Reakcja
PCR z zastosowaniem starterow ZEIN3/ZEIN4 stwierdza czy w prébce znajduje sie mozliwe

do powielenia DNA kukurydzy.

Charakterystyka starterow ZEIN3 i ZEIN4

ZEIN3
Sekwencja AGTGCGACCCATATTCCAG
Dtugosé 19
Masa molowa (g/mol) 5772.3
Punkt topnienia * (G/C) 55.2

ZEIN4
Sekwencja GACATTGTGGCATCATCATTT
Dilugosc¢ 21
Masa molowa (g/mol) 6410.9
Punkt topnienia * (G/C) 51.7

*bazujac na [Na*] z 50 mM

Kontrole

Kontrola pozytywna: czyste DNA, wyizolowane z konwencjonalnej kukurydzy

Kontrola negatywna: czyste DNA, wyizolowane z innego gatunku, nie zawierajagcego genu

zeiny

Kontrola bez matrycy: kontrola negatywna Mastermixu, w ktorej zamiast DNA uzyta jest

woda

Przygotowanie Mastermixu

Odczynniki potrzebne do serii 10 prébek (wtaczajac kontrole pozytywne/negatywne i bez
matrycy) sgq ze sobg mieszane wedtug instrukcji podanej w Tab. 2.

Przedstawiana procedura odnosi sie do reakcji na 50 pl (48 pl z ZEIN3/ZEIN4 Mastermixu i
2 ul roztworu DNA). Wszystkie odczynniki podczas przygotowywania Mastermixu sg

przetrzymywane na lodzie.
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Wykrywanie jakosciowe kukurydzy MON10, kukurydzy Bt-176 i soi RoundupReady® metoda PCR.
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Tabela 2. ZEIN3/ZEIN4 Mastermix

Stezenie Mastermix Mastermix
koncowe na jedna na 10
reakcje reakcji
Sterylna, dejonizowana woda 32.75 i 327.5 i
Bufor 10x PCR 1x 5ul 50 ul
25 mM MgCl, 2.5 mM 5l 50 pl
4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 ul 25 pl
20 uM oligonukleotydy ZEIN3 0.5 yM 1.25 pl 12.5 pl
20 uM oligonukleotydy ZEIN4 0.5 uM 1.25 pl 12.5 pl
Polimeraza Tag DNA 0.025 U/l 0.25 pl 2.5 ul
RAZEM 48 ul 480 pl

* Przygotowa¢ mikroprobowke wirowkowg o poj.1.5 ml

* Dodaé odczynniki wedtug kolejnosci podanej w Tab.2

» Delikatnie wymiesza¢ Mastermix ZEIN3/ZEIN4 poprzez pipetowanie i krotko zwirowaé

* Przenies¢ po 48 ul Mastermixu do proboéwek reakcyjnych PCR o poj. 0.2 ml

* Dodac¢ po 2 ul roztworu DNA

» Delikatnie wstrzasnac i krotko zwirowac

* Umiesci¢ probowki reakcyjne PCR w termocyklerze

PCR program (ZEIN3/ZEIN4)

Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 95°C 3 min
Denaturacja 96°C 1 min
Przytaczanie 60°C 1 min
Wydtuzanie 72°C 1 min
Liczba cykli 40
Wydtuzanie kohcowe 72°C 3 min

4°C o

Po amplifikacji, probki sg krotko zwirowywane i wstawione na 16d.
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Wykrywanie jakosciowe kukurydzy MON10, kukurydzy Bt-176 i soi RoundupReady® metoda PCR. 11

Analiza produktu reakcji PCR

Po amplifikacji poszukiwanej sekwencji, produkty reakcji PCR sg analizowane przy uzyciu
elektroforezy na zelu agarozowym w obecnosci bromku etydyny. 8 ul z reakcji PCR jest
mieszane z 2 pl buforu do naktadania na zel; nastepnie probki sg naktadane na Zel
agarozowy (1.5%). Rozdziat elektroforetyczny trwa 1 godzine i przebiega przy 100 V.
Rownolegle, w celu doktadnego okreslenia wielko$ci amplikonu, rozdzielany jest marker
mas molekularnych (15 pl z 100 pz drabinki). Po rozdziale DNA na zelu, prazki sa
obserwowane przy uzyciu transiluminatora. Zel moze byé sfotografowany w celu otrzymania

wyniku eksperymentu w formie obrazu.

Interpretacja wynikow

Para starterow ZEIN3/ZEIN4 stosowana do wykrycia natywnego genu zeiny jest uzywana w
tym przypadku jako system kontrolny w celu potwierdzenia, ze wyizolowane DNA jest
odpowiedniej jakosci do amplifikacji. Jesli wyizolowane DNA jest jakosci odpowiedniej do
amplifikacji, na zelu bedzie widoczny specyficzny dla genu zeiny prazek o wielkosci 227 pz.
W kontroli pozytywnej powielany bedzie rowniez fragment o wielkosci 227 pz.

Kontrola negatywna i bez matrycy nie powinny dawa¢ zadnych widocznych prgzkow.

Jesli pozytywne/negatywne kontrole nie dajg oczekiwanych wynikéw, cata analiza PCR
wszystkich probek jest niewazna.

Jesli kontrole dajg oczekiwane wyniki, a prébka nie daje prazka o wielkosci 227 pz, oznacza

to, ze prébka ta nie zawiera DNA soi, ktére mozna by powieliC.

Badanie prébek zywnosci na obecno$¢ genetycznie zmodyfikowanych organizméw Rozdziat 9



Wykrywanie jakosciowe kukurydzy MON10, kukurydzy Bt-176 i soi RoundupReady® metoda PCR. 12

Metoda screeningowa pozwalajaca na wykrycie Genetycznie

Zmodyfikowanych Roslin

Geny znajdujg sie pod kontrolg promotorow i terminatoréw. Najczesciej uzywanym
promotorem w celu regulacji ekspresji transgenu jest promotor 35S (pochodzacy z CaMV) i
terminator nos (pochodzacy z Agrobacterium tumefaciens). Zidentyfikowanie jednej z tych
sekwencji regulatorowych w prébce zawierajgcej soje i/lub kukurydze wskazuje na obecnos¢
GMO.

W soi Roundup Ready® mozliwa jest identyfikacja zaréowno promotora 35S jak i terminatora
nos, w przypadku kukurydzy tylko promotor 35S jest obecny w liniach Bt-176 i MON810.

Detekcja promotora 35S

Charakterystyka starterow p35S-cf3 i p35S-cr4

p35S-cf3
Sekwencja CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG
Diugose¢ 21
Masa molowa (g/mol) 6414.5
Punkt topnienia * (G/C)  57.4

p35S-cr4
Sekwencja TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCC
Diugosc¢ 25
Masa molowa (g/mol) 7544.2
Punkt topnienia * (G/C)  56.3

*bazujgc na [Na*] z 50 mM

Kontrole

Kontrola pozytywna: DNA z materiatow referencyjnych (kukurydza GM 0.5%)

Kontrola negatywna: DNA z materiatéw referencyjnych (kukurydza GM 0%)

Kontrola bez matrycy: kontrola negatywna Mastermixu, w ktorej zamiast DNA uzyta jest

woda

Przygotowanie Mastermixu

Odczynniki potrzebne do serii 10 probek (wigczajac kontrole pozytywne/negatywne i bez

matrycy) sg ze sobg mieszane wedtug instrukcji podanej w Tab. 3.
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Wykrywanie jakosciowe kukurydzy MON10, kukurydzy Bt-176 i soi RoundupReady® metoda PCR.
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Przedstawiana procedura odnosi sie do reakcji na 50 pl (48 pl z p35S-cf3/p35S-crd

Mastermixu i 2 pl roztworu DNA). Wszystkie odczynniki podczas przygotowywania

Mastermixu sg przetrzymywane na lodzie.

Tabela 3. p35S-cf3/p35S-cr4 Mastermix

Stezenie Mastermix Mastermix

koncowe najedna na 10
reakcje reakcji
Sterylna, dejonizowana woda 32.75 i 327.5 i
Bufor 10x PCR 1x 5ul 50 ul
25 mM MgCl, 2.5 mM 5ul 50 ul
4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5l 25 pl
20 uM oligonukleotydy p35S-cf3 0.5 uM 1.25 pl 12.5 pl
20 uM oligonukleotydy p35S-cr4 0.5uM 1.25 pl 12.5 pl
Polimeraza Tag DNA 0.025 U/l 0.25 pl 2.5 ul
RAZEM 48 pl 480 pl

* Przygotowaé mikroprobéwke wiréwkowag o poj.1.5 ml

» Doda¢ odczynniki wedtug kolejnosci podanej w Tab.3

» Delikatnie wymiesza¢ Mastermix p35S-cf3/p35S-cr4 poprzez pipetowanie i krétko

zwirowac
* Przenies¢ po 48 ul Mastermixu do proboéwek reakcyjnych PCR o poj. 0.2 ml
* Dodac¢ po 2 ul roztworu DNA
* Delikatnie wstrzgsna¢ i krétko zwirowac

* Umiesci¢ probowki reakcyjne PCR w termocyklerze

PCR program ( p35S-cf3/p35S-crd)

Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 95°C 3 min
Denaturacja 95°C 25 sek
Przytaczanie 62°C 30 sek
Wydtuzanie 72°C 45 sek
Liczba cykli 50
Wydtuzanie kohcowe 72°C 7 min

4°C o
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Wykrywanie jakosciowe kukurydzy MON10, kukurydzy Bt-176 i soi RoundupReady® metoda PCR. 14

Po amplifikacji, probki sgq krotko zwirowywane i wstawione na 16d.
Analiza produktéow PCR

Po amplifikacji produkty PCR sag analizowane na Zelu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny przy uzyciu elektroforezy. 8 ul z reakcji PCR jest mieszane z 2 pl buforu do
nakfadania na zel; nastepnie prébki sg naktadane na zel agarozowy (2.5%). Rozdziat
elektroforetyczny trwa 1 godzine i przebiega przy 100 V. Réwnolegle, w celu doktadnego
okreslenia wielkosci amplikonu, rozdzielany jest marker mas molekularnych (15 ul z 100 pz
drabinki). Po rozdziale DNA na zelu, prazki sg obserwowane przy uzyciu transiluminatora.

Zel moze byé sfotografowany w celu otrzymania wyniku eksperymentu w formie obrazu.
Interpretacja wynikow

Para starterow p35S-cf3/p35S-cr4 jest uzywana do wykrywania promotora 35S CaMV i
amplifikuje fragment o wielkosci 123 pz. Ten promotor reguluje ekspresje wielu roslin
transgenicznych takich jak soja Roundup Ready® i kukurydza Bt-176.

W kontroli pozytywnej powielany bedzie fragment o wielkosci 123 pz. Kontrola negatywna i
kontrola bez matrycy nie powinny dawa¢ zadnych widocznych prazkéw. Jesli
pozytywne/negatywne kontrole nie dajg oczekiwanych wynikéw, cata analiza PCR
wszystkich probek jest niewazna.

Jesli kontrole dajg oczekiwane wyniki, a prébka prazek o wielkosci 123 pz, oznacza to, ze

probka ta zawiera zmodyfikowane DNA.

Detekcja terminatora nos

Charakterystyka starterow HA-nos 118-f i HA-nos 118-r

HA-nos 118-f
Sekwencja GCATGACGTTATTTATGAGATGGG
Dtugos¢ 24

Masa molowa (g/mol) 7462.8
Punkt topnienia * (G/C) 56.2

HA-nos 118-r
Sekwencja GACACCGCGCGCGATAATTTATCC
Dtugosc¢ 24

Masa molowa (g/mol) 7296.9
Punkt topnienia * (G/C) 61.2

*bazujac na [Na*] z 50 mM
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Kontrole

Kontrola pozytywna: DNA z materiatéw referencyjnych (RRS 0.5% GM)

Kontrola negatywna: DNA z materiatéw referencyjnych (soja 0% GM)

Kontrola bez matrycy: kontrola negatywna Mastermixu, w ktérej zamiast DNA uzyta jest

woda

Przygotowanie Mastermixu

Odczynniki potrzebne do serii 10 probek (wigczajac kontrole pozytywne/negatywne i bez
matrycy) sg ze sobg mieszane wedtug instrukcji podanej w Tab. 4.

Przedstawiona procedura odnosi sie do reakcji na 50 ul (48 yl z HA-nos118-f/HA-nos118-
Mastermixu i 2 pl roztworu DNA). Wszystkie odczynniki podczas przygotowywania

Mastermixu sa przetrzymywane na lodzie.

Tabela 4. HA-nos118-f/HA-nos118-r Mastermix

Stezenie Mastermix  Mastermix
koncowe najedna na 10 reakcji

reakcje
Sterylna, dejonizowana woda 32.75 i 327.5 i
Bufor 10x PCR 1x 5ul 50 ul
25 mM MgCl, 2.5 mM 5l 50 pl
4 mM dNTPs 0.2mM 2.5 ul 25 ul
20 pM oligonukleotydy HA-nos 118-f 0.5 uM 1.25 pl 12.5 pl
20 uM oligonukleotydy HA-nos 118-r 0.5 uM 1.25 pl 12.5 pl
Polimeraza Taqg DNA 0.025 U/l 0.25 i 2.5 ul
RAZEM 48 pl 480 pl

*  Przygotowaé mikroprobéwke wirbwkowa o poj.1.5 mi

* Dodaé odczynniki wedtug kolejnosci podanej w Tab.4

» Delikatnie wymiesza¢ Mastermix HA-nos 118-f / HA-nos 118-r poprzez pipetowanie i
krétko zwirowaé

* Przenies¢ po 48 ul Mastermixu do probéwek reakcyjnych PCR o poj. 0.2 ml

* Dodac¢ po 2 ul roztworu DNA

e Delikatnie wstrzgsng¢ i krotko zwirowac
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* Umiesci¢ probowki reakcyjne PCR w termocyklerze

PCR program (HA-nos118-f[HA-nos118-r)

Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 95°C 3 min
Denaturacja 95°C 25 sec
Przytaczanie 62°C 30 sec
Wydtuzanie 72°C 45 sec
Liczba cykli 50
Wydtuzanie kohcowe 72°C 7 min

4°C o0

Po amplifikacji, probki sg krotko zwirowywane i wstawione na 16d.

Analiza produktu PCR

Po amplifikacji produkty PCR sg analizowane na zelu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny przy uzyciu elektroforezy. 8 ul z reakcji PCR jest mieszane z 2 pl buforu do
naktadania na zel; nastepnie prébki sg naktadane na zel agarozowy (2.5%). Rozdziat
elektroforetyczny trwa 1h i przebiega przy 100 V. Réwnolegle, w celu doktadnego okreslenia
wielko$ci amplikonu, rozdzielany jest marker mas molekularnych (15 pl z 100 pz drabinki).
Po rozdziale DNA na zelu, prazki sg obserwowane przy uzyciu transiluminatora. Zel moze

by¢ sfotografowany w celu otrzymania wyniku eksperymentu w formie obrazu.

Interpretacja wynikow

Para starterow HA-nos118-f/HA-nos118-r jest uzywana do wykrywania terminatora nos i
amplifikuje fragment o wielkosci 118 pz. Ten terminator jest obecny w soi Roundup Ready® i
innych liniach roslin transgenicznych (np. kukurydzy Bt-11)

W kontroli pozytywnej powielany bedzie fragment o wielkosci 118 pz.

Kontrola negatywna i bez matrycy nie powinny dawa¢ zadnych widocznych prazkow. Jesli
pozytywne/negatywne kontrole nie dajg oczekiwanych wynikow, cata analiza PCR
wszystkich probek jest nie wazna.

Jesli kontrole dajg oczekiwane wyniki a probka prazek o wielkosci 118 pz oznacza to, ze

probka ta zawiera zmodyfikowane DNA.
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Specyficzna detekcja kukurydzy MON810, kukurydzy Bt-176 i soi
Roundup Ready® przy uzyciu nested PCR

Detekcja kukurydzy MON810

Ten system detekcji jest specyficzny dla kukurydzy MON810. Poszukiwanymi elementami sg
promotor 35S CaMV i region hsp70 ekson1/intron1, ktére sg odpowiednio konstytutywng
sekwencjg regulatorowg i sekwencjg genu biatka szoku cieplnego stosowang dla uzyskania

zwiekszonego poziomu transkrypcji.

Charakterystyka starteréow mg1, mg2, mg3 i mg4

mg1
Sekwencja TATCTCCACTGACGTAAGGGATGAC
Dtugosé 25
Masa molowa (g/mol) 7665.1
Punkt topnienia * (G/C)  59.6
mg2
Sekwencja TGCCCTATAACACCAACATGTGCTT
Dtugosé 25
Masa molowa (g/mol) 7560.2
Punkt topnienia * (G/C)  57.9
mg3
Sekwencja ACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTC
Dtugosé 25
Masa molowa (g/mol) 7472.2
Punkt topnienia * (G/C)  61.2
mg4
Sekwencja GCATTCAGAGAAACGTGGCAGTAAC
Dtugos¢ 25
Masa molowa (g/mol) 7722.9
Punkt topnienia * (G/C)  59.6

*bazujgc na [Na‘'] z 50 mM
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Kontrole

Kontrola pozytywna: DNA z materiatow referencyjnych (MON810 0.1% GM)

Kontrola negatywna: DNA z materiatéw referencyjnych (kukurydza 0% GM)

Kontrola bez matrycy: kontrola negatywna Mastermixu, w ktérej zamiast DNA uzyta jest

woda

Przygotowanie Mastermixu

Odczynniki potrzebne do serii 10 probek (wigczajac kontrole pozytywne/negatywne i bez
matrycy) sg ze sobg mieszane wedtug instrukcji podanej w Tab. 5.

Przedstawiona procedura odnosi sie do reakcji na 50 ul (48 yl z mg1/mg2 Mastermixu i 2 pl
roztworu DNA). Wszystkie odczynniki podczas przygotowywania Mastermixu sg

przechowywane na lodzie.

Tabela 5. mg1/mg2 Mastermix

Stezenie Mastermix Mastermix

koncowe na jedna na 10
reakcje reakcji
Sterylna, dejonizowana woda 32.75 i 327.5 i
Bufor 10x PCR 1x 5ul 50 ul
25 mM MgCl, 2.5 mM 5l 50 pl
4 mM dNTPs 0.2mM 2.5 ul 25 ul
20 uM oligonukleotydy mg1 0.5 uM 1.25 i 12.5 pl
20 uM oligonukleotydy mg2 0.5 uM 1.25 pl 12.5 pl
Polimeraza Tag DNA 0.025 U/l 0.25 i 2.5 ul
RAZEM 48 pl 480 pl

*  Przygotowaé mikroprobéwke wirbwkowa o poj.1.5 mi

* Dodaé odczynniki wedtug kolejnosci podanej w Tab.5

» Delikatnie wymiesza¢ Mastermix mg1/mg2 poprzez pipetowanie i krétko zwirowac
* Przenies¢ po 48 ul Mastermixu do probdéwek reakcyjnych PCR o poj. 0.2 ml

* Dodac¢ po 2 ul roztworu DNA

e Delikatnie wstrzgsng¢ i krotko zwirowac

e Umiesci¢ probowki reakcyjne PCR w termocyklerze
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PCR program ( mg1/mg2)

Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 95°C 3 min
Denaturacja 95°C 45 sec
Przytaczanie 60°C 50 sec
Wydtuzanie 72°C 50 sec
Liczba cykli 35
Wydtuzanie kohcowe 72°C 3 min

4°C o0

Po amplifikacji, probki sgq krotko zwirowywane i wstawione na 16d.

Przygotowanie Mastermixu 2

Odczynniki potrzebne do serii 10 prébek sg ze sobg mieszane wedtug instrukcji podanej w

Tab. 6. Przedstawiona procedura odnosi sie do reakcji na 50 pl (49 pl z mg3/mg4

Mastermixu i 1 pl zamplifikowanego roztworu DNA z pierwszej reakcji PCR). Wszystkie

odczynniki podczas przygotowywania Mastermixu sg przetrzymywane na lodzie.

Tabela 6. mg3/mg4 Mastermix

Stezenie Mastermix Mastermix
koncowe na jedna na 10
reakcje reakcji
Sterylna, dejonizowana woda 33.75 yl 337.5 pl
Bufor 10x PCR 1x 5ul 50 ul
25 mM MqgCl, 2.5 mM 5ul 50 ul
4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5l 25 pl
20 uM oligonukleotydy mg3 0.5 uM 1.25 pl 12.5 pl
20 uM oligonukleotydy mg4 0.5 uM 1.25 i 12.5 pl
Polimeraza Tag DNA 0.025 U/l 0.25 pl 2.5 ul
RAZEM 49 ul 490 pl

* Przygotowaé mikroprobowke wirbwkowag o poj.1.5 mi

» Dodac¢ odczynniki wedtug kolejnosci podanej w Tab.6

» Delikatnie wymiesza¢ Mastermix mg3/mg4 poprzez pipetowanie i krétko zwirowac
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* Przenies¢ po 49 ul Mastermixu do probowek reakcyjnych PCR o poj. 0.2 ml
* Doda¢ po 1 ul roztworu DNA
* Delikatnie wstrzgsna¢ i krétko zwirowac

* Umiesci¢ probowki reakcyjne PCR w termocyklerze

Program dla nested PCR (mg3-mg4)

Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 95°C 3 min
Denaturacja 95°C 45 sek
Przytaczanie 60°C 50 sek
Wydtuzanie 72°C 50 sek
Liczba cykli 40
Wydtuzanie kohcowe 72°C 3 min

4°C ©

Po amplifikacji, probki sg krétko zwirowywane i wstawione na 16d.

Analiza produktéw PCR

Po amplifikacji produkty PCR sg analizowane na zelu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny przy uzyciu elektroforezy. 8 ul z reakcji PCR jest mieszane z 2 pl buforu do
nakfadania na zel; nastepnie prébki sa naktadane na zel agarozowy (2.5%). Rozdziat
elektroforetyczny trwa 1 godzine i przebiega przy 100 V. Réwnolegle, w celu doktadnego
okreslenia wielkosci ampikonu, rozdzielany jest marker mas molekularnych (15 pl z 100 pz
drabinki). Po rozdziale DNA na zelu, prazki sg obserwowane przy uzyciu transiluminatora.

Zel moze byé sfotografowany w celu otrzymania wyniku eksperymentu w formie obrazu.

Interpretacja wynikéw

Pary starterow mg1/mg2 i mg3/mg4 sg uzywane do specyficznego wykrywania kukurydzy
MON810. W wyniku nested PCR amplifikowany jest fragment o wielkosci 149 pz.
Specyficznos¢é jest warunkowana faktem, Ze startery sg zaprojektowane w rejonie
pokrywajgacym promotor E-35S oraz odcinek ekson/intron genu hsp70.

W kontroli pozytywnej powielany bedzie fragment o wielkosci 149 pz.

Kontrola negatywna i bez matrycy nie powinny dawa¢ zadnych widocznych prgzkow.
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Jesli pozytywne/negatywne kontrole nie dajg oczekiwanych wynikéw, cata analiza PCR
wszystkich probek jest nie wazna.

Jesli kontrole dajg oczekiwane wyniki, a probka prazek o wielkosci 149 pz, oznacza to, ze
probka ta zawiera DNA kukurydzy MON810.

Badanie prébek zywnosci na obecno$¢ genetycznie zmodyfikowanych organizméw Rozdziat 9



Wykrywanie jakosciowe kukurydzy MON10, kukurydzy Bt-176 i soi RoundupReady® metoda PCR.

22

Detekcja kukurydzy Bt-176

Celem reakcji PCR jest wykrycie genu crylA(b), ktéry chroni rosline przed Zzerowaniem

owaddw, takich jak omacnica prosowianka.

Charakterystyka starteréw CRYIA1, CRYIA2, CRYIA3 and CRYIA4

Kontrola pozytywna: DNA z materiatow referencyjnych (Bt-176 0.1% GM)

CRYIA1
Sekwencja CGGCCCCGAGTTCACCTT
Dtugosé 18
Masa molowa (g/mol) 5394.6
Punkt topnienia * (G/C) 59.5
CRYIA2

Sekwencja CTGCTGGGGATGATGTTGTTG
Dtugosé 21
Masa molowa (g/mol) 6519.2
Punkt topnienia * (G/C) 57.6
CRYIA3
Sekwencja CCGCACCCTGAGCAGCAC
Dtugosé 18
Masa molowa (g/mol) 5397.6
Punkt topnienia * (G/C)  61.7
CRYIA4
Sekwencja GGTGGCACGTTGTTGTTCTGA
Dtugosé 21
Masa molowa (g/mol) 6479.2
Punkt topnienia * (G/C) 57.6

*bazujgc na [Na*] z 50 mM

Kontrole

Kontrola negatywna: DNA z materiatéw referencyjnych (kukurydza 0% GM)

Kontrola bez matrycy: kontrola negatywna Mastermixu, w ktorej zamiast DNA uzyta jest

woda

Przygotowanie Mastermixu 1
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Odczynniki potrzebne do serii 10 prébek (wtaczajac kontrole pozytywne/negatywne i bez
matrycy) sgq ze sobg mieszane wedtug instrukcji podanej w Tab. 5.

Przedstawiona procedura odnosi sie do reakcji na 50 pl (48 uyl z CRYIA1/CRYIA2
Mastermixu i 2 pl roztworu DNA). Wszystkie odczynniki podczas przygotowywania

Mastermixu sg przetrzymywane na lodzie.

Tabela 7. CRYIA1/CRYIA2 Mastermix

Stezenie Mastermix Mastermix

koncowe na jedna na 10
reakcje reakcji
Sterylna, dejonizowana woda 32.75 pl 327.5 yl
Bufor 10x PCR 1x 5yl 50 ul
25 mM MgCl, 2.5mM 5 ul 50 pl
4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5l 25 pl
20 uM oligonukleotydy CRYIA1 0.5 uM 1.25 yl 12.5 pl
20 uM oligonukleotydy CRYIA2 0.5 uM 1.25 pl 12.5 pl
Polimeraza Tag DNA 0.025 U/pl 0.25 pl 2.5 ul
RAZEM 48 ul 480 pl

* Przygotowaé mikroprobéwke wiréwkowg o poj.1.5 ml

» Doda¢ odczynniki wedtug kolejnosci podanej w Tab.7

» Delikatnie wymiesza¢ Mastermix CRYIA1/CRYIA2 poprzez pipetowanie i krétko
zwirowac

e Przenies¢ po 48 ul Mastermixu do probowek reakcyjnych PCR o poj. 0.2 ml

* Dodac¢ po 2 ul roztworu DNA

* Delikatnie wstrzgsna¢ i krétko zwirowac

* Umiesci¢ probowki reakcyjne PCR w termocyklerze

Program PCR (CRYIA1/CRYIA2)

Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 95°C 3 min
Denaturacja 95°C 40 sek
Przytaczanie 60°C 40 sek
Wydtuzanie 72°C 40 sek
Liczba cykli 25
Wydtuzanie kohcowe 72°C 3 min

4°C ©
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Po amplifikacji, probki sgq krotko zwirowywane i wstawione na 16d.

Przygotowanie Mastermixu 2

Odczynniki potrzebne do serii 10 prébek sg ze sobg mieszane wedtug instrukcji podanej w
Tab. 8. Przedstawiona procedura odnosi sie do reakcji na 50 pl (49 yl z CRYIA3/CRYIA4
Mastermixu i 1 pl zamplifikowanego roztworu DNA z pierwszej reakcji PCR). Wszystkie

odczynniki podczas przygotowywania Mastermixu sg przetrzymywane na lodzie.

Tabela 8. CRYIA3/CRYIA4 Mastermix

Stezenie Mastermix Mastermix

koncowe na jedna na 10
reakcje reakcji
Sterylna, dejonizowana woda 33.75 i 337.5 i
Bufor 10x PCR 1x 5ul 50 ul
25 mM MgCl, 2.5 mM 5l 50 ul
4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5l 25 pl
20 pM oligonukleotydy CRYIA3 0.5 uM 1.25 pl 12.5 pl
20 uM oligonukleotydy CRYIA4 0.5 uM 1.25 pl 12.5 pl
Polimeraza Taqg DNA 0.025 U/l 0.25 i 2.5 ul
RAZEM 49 ul 490 pl

* Przygotowa¢ mikroprobowke wirowkowg o poj.1.5 ml

* Dodaé¢ odczynniki wedtug kolejnosci podanej w Tab.8

* Delikatnie wymiesza¢ Mastermix CRYIA3/CRYIA4 poprzez pipetowanie i krétko
zwirowac

* Przenies¢ po 49 ul Mastermixu do proboéwek reakcyjnych PCR o poj. 0.2 ml

* Doda¢ po 1 ul roztworu DNA

» Delikatnie wstrzasnac i krotko zwirowac

* Umiesci¢ probowki reakcyjne PCR w termocyklerze
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Program dla nested PCR (CRYIA3/CRYIA4)

Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 95°C 3 min
Denaturacja 95°C 40 sek
Przytaczanie 60°C 40 sek
Wydtuzanie 72°C 40 sek
Liczba cykli 35
Wydtuzanie kohcowe 72°C 3 min

4°C 0

Po amplifikacji, probki sg krétko zwirowywane | wstawione na 16d.

Analiza produktu PCR

Po amplifikacji produkty PCR sg analizowane na zelu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny przy uzyciu elektroforezy. 8 ul z reakcji PCR jest mieszane z 2 pl buforu do
nakfadania na Zzel; nastepnie prébki sa naktadane na zel agarozowy (2.5%). Rozdziat
elektroforetyczny trwa 1 godzine i przebiega 100 V. Roéwnolegle, w celu doktadnego
okreslenia wielkosci amplikonu, rozdzielany jest marker mas molekularnych (15 ul z 100 pz
drabinki). Po rozdziale DNA na zelu, prazki sg obserwowane przy uzyciu transiluminatora.

Zel moze byé sfotografowany w celu otrzymania wyniku eksperymentu w formie obrazu.

Interpretacja wynikéw

Pary starterow CRYIA1/CRYIA2 i CRYIA3/CRYIA4 sa uzywane do specyficznego
wykrywania syntetycznego genu crylA(b) metodg nested PCR. W wyniku nested PCR
amplifikowany jest fragment o wielkosci 189 pz. Gen ten jest obecny w kukurydzy Bt-176 i w
innych liniach kukurydzy (np. Bt-11).

W kontroli pozytywnej powielany bedzie fragment o wielkosci 189 pz.

Kontrola negatywna i bez matrycy nie powinny dawaé¢ zadnych widocznych prazkow.

Jesli pozytywne/negatywne kontrole nie dajg oczekiwanych wynikéw, cata analiza PCR
wszystkich probek jest niewazna.

Jesli kontrole dajg oczekiwane wyniki, a prébka prazek o wielkosci 189 pz, oznacza to, ze
prébka ta zawiera DNA kukurydzy Bt-176.
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Detekcja soi Roundup Ready®

Celem reakcji PCR jest wykrycie genu CP4 EPSPS, ktéry zapewnia odporno$¢ na herbicyd

Roundup®.

Charakterystyka starterow GMO5, GMO9, GMO7 | GMO8

GMO5

Sekwencja CCACTGACGTAAGGGATGACG
Dtugosé 21

Masa molowa (g/mol) 6479.4

Punkt topnienia * (G/C) 59.5

GMO9

Sekwencja CATGAAGGACCGGTGGGAGAT
Dilugosc¢ 21

Masa molowa (g/mol) 6559.4

Punkt topnienia * (G/C) 59.5

GMO7

Sekwencja ATCCCACTATCCTTCGCAAGA
Dilugosc¢ 21

Masa molowa (g/mol) 6309.6

Punkt topnienia * (G/C)  55.8

GMO8

Sekwencja TGGGGTTTATGGAAATTGGAA
Dilugosc¢ 21

Masa molowa (g/mol) 6579.8

Punkt topnienia * (G/C)  51.7

*bazujgc na [Na*] z 50 mM

Kontrole

Kontrola pozytywna: DNA z materiatow referencyjnych (RRS soja 0.1%)

Kontrola negatywna: DNA z materiatéw referencyjnych (soja 0% GM)

Kontrola bez matrycy: kontrola negatywna Mastermixu, w ktorej zamiast DNA uzyta jest

woda
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Przygotowanie Mastermixu 1

Odczynniki potrzebne do serii 10 prébek (wtaczajac kontrole pozytywne/negatywne i bez
matrycy) sg ze sobg mieszane wedtug instrukcji podanej w Tab. 9.

Przedstawiona procedura odnosi sie do reakcji na 50 ul (48 yl z GMO5/GMO9 Mastermixu i
2 ul roztworu DNA). Wszystkie odczynniki podczas przygotowywania Mastermixu sg

przetrzymywane na lodzie.

Tabela 9. GMO5/GMO9 Mastermix

Stezenie Mastermix Mastermix

koncowe na jedna na 10 reakcji
reakcje
Sterylna, dejonizowana woda 32.75 pl 327.5 yl
Bufor 10x PCR 1x 5ul 50 ul
25 mM MgCl, 2.5 mM 5ul 50 ul
4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 ul 25 pl
20 uM oligonukleotydy GMO5 0.5 uM 1.25 pl 12.5 pl
20 uM oligonukleotydy GMO9 0.5 uM 1.25 pl 12.5 pl
Polimeraza Tag DNA 0.025 U/l 0.25 ul 2.5 ul
RAZEM 48 ul 480 pl

*  Przygotowaé mikroprobéwke wirbwkowa o poj.1.5 mi

* Dodaé odczynniki wedtug kolejnosci podanej w Tab.9

* Delikatnie wymiesza¢ Mastermix GMO5/GMOS9 poprzez pipetowanie i krétko zwirowaé
* Przenies¢ po 48 ul Mastermixu do probdéwek reakcyjnych PCR o poj. 0.2 ml

* Dodac¢ po 2 ul roztworu DNA

e Delikatnie wstrzgsng¢ i krotko zwirowac

* Umiesci¢ probowki reakcyjne PCR w termocyklerze
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PCR program (GMO5/GMQ9)

Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 95°C 3 min
Denaturacja 95°C 30 sek
Przytaczanie 60°C 30 sek
Wydtuzanie
Liczba cykili 72°C 40 sek
25
Wydtuzanie koncowe
Wstepna denaturacja 72°C 3 min
4°C 0

Po amplifikacji, probki sg krétko zwirowywane | wstawione na 16d.

Przygotowanie Mastermixu 2

Odczynniki potrzebne do serii 10 prébek sg ze sobg mieszane wedtug instrukcji podanej w
Tab. 10. Przedstawiona procedura odnosi sie do reakcji na 50 ul (49 pl z GMO7/GMOS8
Mastermixu i 1 pl zamplifikowanego roztworu DNA z pierwszej reakcji PCR). Wszystkie

odczynniki podczas przygotowywania Mastermixu sg przechowywane na lodzie.

Tabela 10. GMO7/GMO8 Mastermix

Stezenie Mastermix Mastermix

koncowe na jedna na 10
reakcje reakcji
Sterylna, dejonizowana woda 33.75 i 337.5 ul
Bufor 10x PCR 1x 5ul 50 ul
25 mM MgCl, 2.5 mM 5l 50 pl
4 mM dNTPs 0.2 mM 2.5 ul 25 pl
20 uM oligonukleotydy GMO7 0.5 uM 1.25 pl 12.5 pl
20 uM oligonukleotydy GMO8 0.5 uM 1.25 pl 12.5 pl
Polimeraza Taqg DNA 0.025 U/l 0.25 yl 2.5 ul
RAZEM 49 ul 490 pl

* Przygotowaé mikroprobéwke wiréwkowag o poj.1.5 ml

» Doda¢ odczynniki wedtug kolejnosci podanej w Tab.10
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* Delikatnie wymiesza¢ Mastermix GMO7/GMO8 poprzez pipetowanie i krétko zwirowaé
* Przenies¢ po 49 yl Mastermixu do proboéwek reakcyjnych PCR o poj. 0.2 ml

* Dodaé po 1 ul roztworu DNA

» Delikatnie wstrzgsna¢ i krétko zwirowac

* Umiesci¢ probowki reakcyjne PCR w termocyklerze

Program dla nested PCR (GMO7/GMO8)

Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 95°C 3 min
Denaturacja 95°C 30 sek
Przytaczanie 60°C 30 sek
Wydtuzanie 72°C 40 sek
Liczba cykli 35
Wydtuzanie kohcowe 72°C 3 min

4°C o0

Po amplifikacji, probki sg krétko zwirowywane | wstawione na 16d.

Analiza produktu PCR

Po amplifikacji produkty PCR sg analizowane na Zelu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny przy uzyciu elektroforezy. 8 ul z reakcji PCR jest mieszane z 2 ul buforu do
nakfadania na Zzel; nastepnie prébki sa naktadane na zel agarozowy (2.5%). Rozdziat
elektroforetyczny trwa 1 godzine i przebiega przy 100 V. Réwnolegle, w celu doktadnego
okreslenia wielkosci amplikonu, rozdzielany jest marker mas molekularnych (15 ul z 100 pz
drabinki). Po rozdziale DNA na zelu, prazki sg obserwowane przy uzyciu transiluminatora.

Zel moze byé sfotografowany w celu otrzymania wyniku eksperymentu w formie obrazu.

Interpretacja wynikéw

Pary starterow GMO5/GMO9 i GMO7/GMO8 sg uzywane do specyficznego wykrywania
konstruktu Roundup Ready® w soi metodg nested PCR. W wyniku nested PCR
amplifikowany jest fragment o wielkosci 169 pz. Startery GMO5 i GMO7 sg komplementarne
do promotora 35S z wirusa mozaiki kalafiora CaMV, GMO9 hybrydyzuje z genem CP4
EPSPS z Agrobacterium sp. szczep CP4 a GMOS8 z genem CTP EPSPS.

W kontroli pozytywnej powielany bedzie fragment o wielkosci 169 pz.
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Kontrola negatywna i bez matrycy nie powinny dawa¢ zadnych widocznych prgzkow.

Jesli pozytywne/negatywne kontrole nie dajg oczekiwanych wynikéw, cata analiza PCR
wszystkich probek jest niewazna.

Jesli kontrole dajg oczekiwane wyniki, a prébka prazek o wielkosci 169 pz, oznacza to, ze

probka ta zawiera DNA soi Roundup Ready®.
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