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Vyuziti DNA barcodingu k detekci falSovani potravin

Souhrn

Za falSovani potravin je povazovano tmyslné klamani zakaznika, nej¢astéji za i¢elem
ekonomického zisku. Muze jim byt napiiklad substituce, fedéni, pfidavani nezadoucich
a nedeklarovanych pfimési a nespravné oznacovani. Nejcastéji jsou falSovany drahé komodity,
jako je vino a ryby. Dnes se pro autentizaci potravin vyuzivd mnoho metod, ale pozornost je
vénovana zejména metodam molekuldrnim, jako je napt. DNA barcoding.

DNA barcoding je molekularni metoda, ktera byla poprvé navrzena v roce 2003. Vyuziva
kratkych usektt DNA, které slouzi jako ,,éarové kody* pro identifikaci biologickych druhti.

Pro zivo€is$nou fisi je nejéastéji aplikovan barcode COI nebo cyth, diky kterym je mozné
identifikovat témeét vSechny Zivocisné druhy. Pro rostlinnou i1 byly barcody navrzeny pozdéji
nez pro fiSi zivo¢iSnou a dodnes neexistuje jediny barcode, ktery by bylo mozné uplatnit
pro identifikaci vSech rostlinnych druhti. VyuZzivany jsou zejména barcody rbcL, matK, trnH-
psbA a ITS.

Extrakce DNA je prvnim krokem DNA barcodingu. Je to proces separace DNA
od bunéénych membran a Ize ho provést fadou metod, jako je fenol-chloroformova metoda,
chromatografické metody nebo CTAB. Volba metody extrakce DNA z potravin zavisi na druhu
potraviny, nebot’ prochazi riznou mirou zpracovani a miize obsahovat latky, jako jsou alkaloidy
nebo tuky, které ovliviiuji mnozstvi a kvalitu extrahované DNA. Tato DNA je dale
amplifikovana pomoci klasick¢ PCR nebo qPCR, kterd umozituje sledovani produktt reakce
v realném case. Potadi jednotlivych bazi DNA je mozné zjistit pomoci sekvenacnich metod.
Tyto metody se rozd€luji na metody prvni generace, mezi které fadime predevSim Sangerovu
metodu, kterd je stale nejvyuZivangj$i metodou pro analyzu COI a metody nové generace,
Z nichz nejvyuzivanéjsi jsou Illumina a Ion Torrent. Poslednimi kroky v procesu DNA
barcodingu je uprava dat ze sekvenace pomoci riznych bioinformatickych nastroji a jejich
srovnani se sekvencemi v referencni databazi.

Diky DNA barcodingu je mozné identifikovat potraviny rostlinného ptivodu, jako jsou
lusténiny, olivovy olej, kofeni a ovoce, i zivoc¢isného piivodu, jako jsou ryby, moiské plody

a mléko a mlécné vyrobky.

Kli¢ova slova: DNA barcoding, falSovani potravin, NGS, gPCR



Application of DNA barcoding for food fraud detection

Summary

Food fraud is considered to be the intentional deception of a customer, usually
for ecenomic gain. This may include, for example, substitution, dilution, addition of undesirable
and undeclared additives and mislabeling. Most commonly adulterated comodities include
expensive comodities such as vine and fish. Today, many methods are used to authenticate
food, but the focus is on molecular methods such as DNA barcoding.

DNA barcoding is a molecular method first introduced in 2003. It uses short parts
of DNA that serve as ,,barcodes® for the identification of species. For the animal kingdom,
the most commonly applied barcodes are the COI and cytb barcodes, which make it possible
to identify almost all animal species. Barcodes for plants were proposed later than for the animal
species and there is no single barcode that can be applied for the identification of all plant
species to date. In particular, the barcodes rbcL, matK, trnH-psbA and ITS have been used.

DNA extraction is the first step of DNA barcoding. It is the process of separating DNA
from cell membranes and can be performed by various methods such as the phenol-chloroform
method, chromatographic methods or CTAB. The choice of method for extracting DNA from
food depends on the type of food, as it undergoes varying degrees of processing and it may
contain substances such as alkaloids or fats that affect the quantity and quality of the extracted
DNA. Further, extracted DNA is amplified by conventional PCR or gPCR, which allows real-
time monitoring of the reaction products. The order of the DNA bases can be determined
by sequencing methods. These methods are divided into first-generation methods, which
include mainly the Sanger method, which is still the most frequently used method for COI
analysis, and next generation sequencing methods, of which the most used are Illumina and
lon Torrent. The final steps in the DNA barcoding process are the editing of the sequencing
data using various bioinformatics tools and their comparison with the sequences in reference
databases.

DNA barcoding makes it possible to identify foods of plant origin, such as legumes,
olive oil, spices and fruits, as well as foods of animal origin, such as fish, seafood and dairy

products.

Keywords: DNA barcoding, food fraud, NGS, gPC
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1 Uvod

Jednim z hlavnich cili kontroly kvality potravin je ovéteni souladu informaci uvedenych
na obalu vyrobku s jeho skuteénym obsahem. Béhem vsech fazi vyroby se mohou do potravin,
at’ jiz imyslné€ nebo netimyslné, dostat kontaminanty. Tyto kontaminanty mohou piedstavovat
nebezpeci pro konzumenty, omezit potencidlni zdravotni benefity potraviny a zplsobovat
alergické reakce (Valentini et al. 2017). Stale ¢astéjsi ptipady falSovani potravin proto zvysuji
zajem o kontrolu autenticity potravin a ovéfovani jejich pavodu. Napiiklad skandal z roku
2013, kdy bylo objeveno konské maso v produktech zhovéziho masa, snizil davéru
konzumentd v oznac¢ovani potravin (Salihah et al. 2016).

Spolu se vzrastajici produkci potravin pokracuje i vyvoj novych technologii
a biotechnologii ke zvySeni udrznosti a zlepSeni organoleptickych vlastnosti potravin
(Galimberti et al. 2013), ale také metod kontroly kvality (Bruno et al. 2019). Dnes se vyuziva
fada metod, jako naptiklad metody zalozené na morfologii, analyze sloZzeni a metody
vyuzivajici analyzy bilkovin. Nicméné tyto metody jsou casové narocné, pro rozliSeni
jednotlivych druhii je tfeba prace zkuSeného technologa a jsou méné efektivni u zpracovanych
potravin. Proto se dnes vénuje pozornost predev§im metodam zaloZzenym na analyze DNA,

které jsou vice efektivni a mohou byt pouzity na Sirsi skalu produktt (DawanS & Ahn 2022).



2 Cil prace

Cilem této bakalaiské prace bylo seznameni se soucasnymi moznostmi vyuZiti
molekularni metody DNA barcodingu pro kontrolu kvality a detekci falSovani potravin. Napli
dil¢ich cili reflektuje témata jednotlivych kapitol, ktera se zamétuji na definici falSovani
potravin, princip metody DNA barcodingu, popsani nejbéznéji vyuzivanych metod DNA

barcodingu a jeho aplikaci v riiznych oblastech potravinarského primyslu.



3 Literarni reSerse
3.1 FalSovani potravin

S falSovanim potravin se lidstvo potyka jiz po staleti, a to uz od dob, kdy zacaly byt
vyrabény za ucelem ekonomického zisku. Ten je také nejcastéjSim divodem falSovani,
proto se nejcastéji falSuji komodity drahé nebo naopak ty, které se prodavaji ve velkych
mnozstvich (Cizkova et al. 2012). Dle Statni zemé&dé&lské a potravinaiské inspekce je to
nejcastéji vino, lihoviny, med, dzem a ryby (Kopftiva 2015). V Ceské ani evropské legislative
neni pojem ,,falSovani potravin® ¢i ,,food fraud* presn¢ definovan, ale dle zakona o potravinach
a tabakovych vyrobcich je zakdzano na trh uvadét potraviny, které jsou klamavé oznacené nebo
nabizené ke spotiebé klamavym zptsobem (Cizkova et al. 2012). Kromé finan¢nich ztrat maze
mrtvymi, byl incident vroce 1981 ve Spanélsku, kdy byl za olivovy olej vydavan olej
pro technické vyuziti (Visciano & Schirone 2021).

Obecné je tedy za falSovani potravin povazovano tmyslné klamani zakaznika v jakékoliv
¢asti vyrobniho procesu potraviny. Miize jim byt substituce, fedéni, pfidavani nezadoucich
a nedeklarovanych pifimési, ale také nespravné oznaceni plvodu, doby trvanlivosti

nebo vydavani produktu za produkt jiné znacky (Cizkova et al. 2012; Spink et al. 2017).

3.1.1 Substituce

Substituce spociva v nahrazeni sloZzek potraviny sloZzkou s niz8i nutriéni hodnotou
nebo slozkou levnéjsi. Tento druh falSovani je jednim z nej€astéjSich a byl popsan u nejvice
kategorii potravin. PfestoZe natizeni Evropské unie (EU) nafizuje uvadét na etiketé nebo Stitku
produktli rybolovu a akvakultury obchodni oznaceni ptislusného druhu a jeho védecky nazev,
jsou ryby jednou z nejéastéji falSovanych kategorii potravin (Visciano & Schirone 2021).
Naptiklad v roce 2007 se vyskytly dva piipady otravy tetrodoxinem zplisobené nahrazenim

moiského d’asa rybou z ¢eledi ¢tverzubcoviti, které tento toxin produkuji (Cohen et al. 2009).
3.1.2 Redéni a pridavani sloZzek

Typickym ptikladem fedéni a ptidavku sloZek je pfidavani vody nebo rostlinnych oleji
do mléka. Jako znehodnocujicich latek v mléce se také vyuziva sdjovych a hrachovych praski,

z divodu jejich nizké ceny. Zaroven jsou to ale Casté alergeny a mohou tedy byt nebezpecné

pro alergiky (Montgomery et al. 2020).
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3.1.3 Padélani

Padé€lky jsou vyrobky, které napodobuji originalni vyrobek. Pad€lani se mlize vztahovat
k obalu, etiketé nebo ochrannym znamkam. Casto padélanymi vyrobky jsou vino, pivo, olivovy

olej a produkty z ekologického zemédélstvi (Visciano & Schirone 2021).

3.1.4 Nespravné oznacovani

Nespravné oznacovani je nejcastejSim typem falSovani v EU. V roce 2015 tvofilo 33,3 %
vSech ptipada falSovani a v roce 2019 tvoftilo uz 47 %, pti¢emz nejcastéjsSimi kategoriemi jsou
ryby a pekatské produkty. Nebezpecné jsou zejména nedeklarované ingredience nebo alergeny

(Visciano & Schirone 2021).

3.2 DNA barcoding

DNA barcoding je metoda pouzivana pro identifikaci riznych biologickych
druhti —rostlin, zivo¢ichti i hub. Uplatiiuje metody jako polymerazovou fetézovou reakci (PCR)
a DNA amplifikaci. V poslednim desetileti se pouzival pfedevs§im pii vyzkumu, ale zacina
nachdzet 1 praktickd vyuziti. Je doporu¢ovan pro svou finanéni nenaroc¢nost, rychlost
a uspeésnost az 80 %.

Zakladnim principem DNA barcodingu je amplifikace vybranych genti nebo jejich ¢asti
pomoci PCR, nésledné sekvenovani ziskanych DNA fragmentt a identifikace druhu na zakladé
porovnani ziskanych sekvenci se sekvencemi v referen¢ni databazi. Sekvence tak slouzi jako
,carovy kod* (barcode) pro ovéreni pivodu vzorku. DNA barcode je standardizovana sekvence
DNA o délce ptiblizn¢ 400-800 part bazi (bp), kterd miize byt zadana do digitalni knihovny
(Nehal et al. 2021). Idealni barcode by mél mit nizkou vnitrodruhovou variabilitu, ale vysokou
mezidruhovou variabilitu, vétSinou alesponl 3 % mezi blizce piibuznymi druhy, coZ se ale mize
li$it u rdznych taxonomickych skupin.

Hebert et al. vroce 2003 navrhli pouziti mitochondrialni DNA pro identifikaci
zivo¢isnych druhd. Divodem je, ze Cetnost rekombinace je u mitochondrialni DNA nizka,
na rozdil od jaderné DNA neobsahuje introny a je pouze maternalniho pivodu. Predchozi
vyzkum se Casto zamétfoval na mitochondridlni ribozomalni DNA (12S, 16S), ta ale casto
podléhd inzercim a delecim. Mitochondridlni genom obsahuje 13 gend kodujicich proteiny,
inzerce a delece jsou u n¢j vzacné a jeho evoluce je rychla, vysledkem je tedy vyssi variabilita
mezi blizce pribuznymi druhy (Hebert et al. 2004). Jako nejvhodné;jsi gen byl doporucen 658
bp dlouhy (Yang et al. 2018) mitochondrialni gen pro podjednotku I cytochrom oxidazy (COI),

protoze univerzalni primery pro tento gen jsou velice robustni a lze diky nim UspéSné
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amplifikovat tento usek u vétSiny zivocisnych druhti. COI vykazuje vysokou diskriminac¢ni silu
u ptaka (98-100% uspésnost identifikace) (Hebert et al. 2004), ryb (93-98% tuspéSnost
identifikace) (Ward et al. 2005), pavoukt (100% uspésnost identifikace) (Barrett & Hebert
2005) a plazd (72,7-100% uspésnost identifikace) (Nagy et al. 2012). Dalsi barcode,
mitochondridlni oblast pro cytochrom b (cytb), byl vyuzit pro autentizaci zvé&finy
(D’Amato et al. 2013; Galimberti et al. 2013), a to hlavné z praktickych divodi, nebot’ brzka
pro savce do vefejnych databazi.

Na rozdil od zivocisné fiSe, pro kterou byly navrzené univerzélni oblasti pro DNA
barcoding pfijaty uz v prvnich letech tohoto tisicileti, pro botanické druhy byly uplatnény az
o n¢kolik let pozdéji. COI gen se u rostlin ukézal jako nepouzitelny, kvili pomalé evoluci
mitochondrialni DNA (Kress 2017). Genom chloroplastu je strukturné staly a, podobné jako
u mitochondrialniho, je uniparentalné dédény a nepodléha rekombinaci, proto se stal idealnim
kandidatem pro barcoding (Nehal et al. 2021). Bylo zvazovano nékolik nad&jnych
chloroplastovych sekvenci, ale ukazalo se, Zze Zddny Gsek neni mozné uplatnit jako univerzalni
barcode pro vSechny rostlinné druhy. Jako barcody se ujaly pfedevS§im kombinace Ctyt oblasti
gent, a to chloroplastovy gen pro velkou podjednotku enzymu rubisco (rbcL), maturaza K
(matK), nekddujici oblast trnH-psbA a vnitini pfepisovany mezernik (Internal transcribed
spacer; ITS) (Shneyer & Rodionov 2019). RbcL barcode je 599 bp dlouhy tsek na 5' konci
genu, je lehce amplifikovatelny a lze jednoduse urcit jeho sekvenci u vétSiny suchozemskych
rostlin, ale ma jen nizkou diskriminacni silu (Staats et al. 2016). Mat K barcode je 841 bp dlouha
oblast uprostied genu a ma jednu z nejrychlejSich evoluci v genomu plastidil. Je ziejmé také
nejbliz§im rostlinnym analogem k zivocisnému barcodu COI (Hilu & Liang 1997).
univerzalnich primert (Kress & Erickson 2007). ITS a psbA-trnH jsou nejcastéji vyuzivané
jako doplnkové oblasti, ale maji potencial i jako samostatné barcody (Staats et al. 2016).
DNA barcoding umoznil univerzalni identifikaci rostlinnych druhti, ptedevsim diky potencidlu
ziskat DNA prakticky z jakékoliv ¢asti rostliny, vcetné semen, natravenych casti obsazenych

v zaludcich zvifat nebo zbytkt z jejich exkrementi (Kress 2017).

3.2.1 DNA mini-barcoding

Alternativou pro DNA barcoding je mini-barcoding. Vyuziva krat$ich usekd DNA (<200
bp) v ptipadech, kdy je obtizné ziskat z analyzovaného vzorku DNA z diivodu jeji degradace,

coz muze snizit ucinnost PCR. Diky jejich velikosti jsou 1épe amplifikovatelné, ale je mozné je
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vyuzit pouze na uzsi $kalu druht (Gao et al. 2019). Mini-barcody zaloZené na 12S a 16S rDNA
byly pouzity v nékolika studiich pro identifikaci n€kolika druhli zvifat ve zpracovanych
potravinach a produkti tradi¢ni mediciny (Tillmar et al. 2013; Cheng et al. 2014; Sarri et al.
2014).

3.2.2 DNA metabarcoding

DNA metabarcoding kombinuje metodu DNA barcodingu s novymi metodami sekvenace
DNA. Pomoci univerzalnich PCR primert je mozné amplifikovat jeden nebo vice cilovych
sekvenci riznych biologickych druhti v jednom vzorku (Fernandes et al. 2021). Tyto metody
mohou byt pouzity pro identifikaci druhli ve vysoce zpracovanych potravinach (Staats et al.

2016).

3.3 Metody DNA barcodingu

3.3.1 Extrakce DNA

Extrakce DNA je metoda, diky které je mozné separovat DNA od bunéénych membran,
bilkovin a dal§ich bunéénych slozek vzorku. Jako prvni provedl izolaci DNA Friedrich
Miescher v roce 1869 (Gupta 2019). Je to pravdépodobné nejzasadnéjsi krok v analyze DNA
z komplexné&jSich druhti potravin, jehoZ standardizace a optimalizace je kvili rozmanitosti
vzorkll obtizna.

Metod pro extrakci DNA je mnoho, ale volba metody by méla vést k efektivni extrakei
s vysokou kvantitou a kvalitou DNA. Dale by m¢l byt zohlednén ¢as, cena, potencialni toxicita
latek, vybaveni laboratofe a potiebné zkusenosti (Griffiths & Chacon-Cortes 2014). K extrakci
muze byt pouzita konvencni metoda, vyuZivajici rizné chemikalie, které vyZaduji pfipravu
pied samotnou extrakci, nebo komeréni extrakéni sady (Sajali et al. 2018). Casto vyuzivané
sady pro analyzu potravin zahrnuji Wizard Genomic DNA (Promega), DNeasy Blood and
Tissue kit (Qiagen), DNeasy Plant kit (Qiagen), NucleoSpin Food (Macherey-Nagel) (Maestri
& Marmiroli 2016).

Extrakce DNA probiha v nékolika krocich, a to rozruSeni bunécnych a jadernych

membran, odstranéni membranovych lipidd, bilkovin a RNAa purifikace DNA (Ali et al. 2017).

3.3.1.1 Fenol-chloroformova extrakce

Pti této metod¢ jsou bunécné stény rozruseny pomoci pufru s obsahem tenzidu, nejcastéji

dodecylsiranu sodného a pifidavkem enzymu proteindzy K se lyze bun€k usnadni.
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Dale nésleduje denaturace bilkovin pomoci smési fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu
Vv poméru 25:24:1. Izoamylalkohol se ptidava pro lepsi oddé€leni fazi a zaroven ptredchdzi
penéni. Slozky jsou promichany a vytvaii emulzi, ktera se po centrifugaci rozdéli do dvou fazi
— horni vodni faze s rozpusténou DNA a spodni hydrofobni faze s denaturovanymi bilkovinami
a organickymi rozpoustédly. Za pomoci pipety se horni faze premisti do ¢isté zkumavky. DNA
muze vlivem fenolu degradovat, proto se vzorek jesté promyva Cistym chloroformem. DNA
muze byt vysraZzena piidanim octanu sodného a etanolu v poméru 2:1 nebo 1:1. Centrifugaci se
vysrazi DNA, kterd je dale promyta 70% etanolem pro odstranéni zbytku soli. Nasleduje dalsi
centrifugace pro odstranéni etanolu. Cistda DNA miize byt dale rozpusiténa v destilované vodé
nebo pufru (Shetty 2020).

Fenol-chloroformova metoda je zlatym standardem extrakce DNA, muze byt aplikovana
na $irokou $kalu vzorkd, poskytuje vysoky vytéZzek DNA a je relativné nenakladna (Shetty
2020). Fenol a chloroform jsou ale toxické latky, pii jejichz pouziti je zapotiebi vyuZzivat

ochrannych prostfedkt (Evans et al. 2001).

3.3.1.2 Chromatografické metody extrakce DNA

Chromatografické metody zahrnuji gelovou filtratni chromatografii, ionexovou
chromatografii a afinitni chromatografii (Shetty 2020). Gelova filtra¢ni chromatografie
separuje molekuly na zaklad¢ jejich velikosti a tvaru. Vyuziva porézniho gelu umisténého
ve svislé kolong, na jehoz povrch se umisti vzorek. Kdyz vzorek prochazi pres gel, mensi
molekuly (mRNA, bilkoviny) pronikaji do port, zatimco vétsi molekuly (DNA) gelem projdou
(Almeida et al. 2020).

3.3.1.3 Cetyltrimethylamoniumbromidovéa metoda extrakce (CTAB)

Pii této metod€ se ke vzorku pfidd 2% roztok CTAB. Extrakéni pufr vysrdzi DNA
a polysacharidy od ostatnich bunénych komponent. Dale je pfidan roztok s vysokym obsahem
soli, ktery odd€li DNA od polysacharidi. DNA je nasledn¢ pieciSténa organickym

rozpoustédlem (napf. etanolem nebo chloroformem) (Shetty 2020).

3.3.1.4 Magneticka separace

Tato metoda vyuziva magnetickych nanoc¢astic vyrobenych z magnetitu nebo maghemitu,
pokrytych povrchem ze silikatu ¢i s funkénimi skupinami, které na sebe vazou DNA (Saiyed &

Ramchand 2007). Separace magnetickych kuli¢ek z lyzatu se dosahne aplikaci magnetického
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pole na vnéjsi ¢ast dna zkumavky. Kuli¢ky se usadi na dné a zbyly roztok se miize odstranit.
DNA je pak vysrazena etanolem.

Vytézek DNA pomoci magnetické separace je srovnatelny s ostatnimi konvencnimi
metodami, navic provedeni trvd méné nez 15 minut, ostatni metody mohou zabrat az n¢kolik

hodin. Nevyhodou je ale vyssi cena (Shetty 2020).

3.3.1.5 Extrakce za pomoci silikatt

Pti extrakcei silikaty se vyuziva selektivni vazby negativné nabit¢é DNA s pozitivnimi
naboji na silikdtovém povrchu. Po navazdni DNA na povrch je mozné vymyt kontaminanty
destilovanou vodou nebo pufrem, napi. Tris-EDTA (tris(hydroxymethyl)aminomethan-
ethylendiaminotetraoctova kyselina) (Woodard et al. 1993). Tato metoda je jednoducha
na provedeni, cenové nenaro¢na s velkym vytéZkem a muze byt i automatizovana (Shetty

2020).

3.3.1.6 Extrakce DNA z potravin

Zelenina obsahuje vysoké mnozstvi polysacharidi a fenolickych sloucenin, které mohou
naruSovat aktivitu DNA polymerazy pti PCR a musi byt tedy odstranény béhem izolace DNA
(Costa et al. 2012). Piitomnost sekundarnich metabolitt, jako alkaloidd, flavonoidi a terpent,
muze také inhibovat amplifikaci DNA. Dle Pinto et al. (2007) jsou extrakéni sady zalozené
na extrakci pomoci silikatl, jako napiiklad Promega Wizard, efektivni pii izolaci DNA
ze zeleniny. Mafra et al. (2008) provedli studii nékolika komerénich extrakénich sad
(napf. Nucleospin, Genespin) a jejich G€innosti na extrakci DNA z vysoce i lehce zpracovanych
sojovych produktii. Vysoky vytézek i1 kvalita DNA byla ziskdna ztofu, sdjové mouky
a izolovaného s6jového proteinu. Naproti tomu ze s6jové omacky bylo ziskano velmi malo
DNA snizkou kvalitou, coZ autofi vysvétluji vysokou mirou zpracovani, které zahrnuje
fermentaci, rafinaci a tepelné oSetfeni.

U potravin, které proSly tepelnou Upravou pecenim dochédzi k Maillardové reakci,
pii které dochézi k produkci riznych senzoricky aktivnich latek, naptiklad enzymatickych
inhibitord. Tyto inhibitory mohou ovliviiovat dal$i kroky analyzy. Extrakce pomoci silikatl je
vhodna u zrn psenice seté (Triticum aestivum), ktera byla pecena na 200 °C po dobu 1 hodiny
(Giles & Brown 2008).

Vysoky obsah aldehydi, fenoli a pektinu v lesnim ovoci je hlavnim faktorem

ovlivitujicim extrakci DNA, protoze inhibuji rozklad bunééné membrany nebo cCinnost
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polymerazy. Proto je, oproti béznym chemickym metodam extrakce, vhodnéjsi zvolit metody
ionexové chromatografie nebo magnetické separace (Wu et al. 2018).

Pfitomnost tuku v rybach a moiskych plodech mtze komplikovat izolaci DNA (Sajali et
al. 2018). Ve studii Piskata et al. (2017) porovnali 3 extrak¢ni metody DNA tunaka
zlutoploutvého (Thunnus alacares) a vliv miry zpracovani na izolaci DNA. Nejvyssi
koncentrace DNA byla ziskana ze syrové svaloviny, nasledovala vafend a uzena svalovina,
dale produkty konzervované, pii¢emz nizs$i vytézek byl z produkti mletych v konzervé
ponofeny do smési chloroformu, methanolu a vody. Nejlepsi vysledky méla extrakéni sada

DNeasy mericon Food od firmy QIAGEN.

3.3.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce je enzymaticky proces, ve kterém jsou specifické useky
DNA opakované duplikovany k ziskani milionti kopii v prabéhu né€kolika hodin (Reynolds et
al. 1991). PCR byla poprvé popsana Kary Mullisem v roce 1985 (Mullis & Faloona 1987)
a zpusobila prevrat v molekularni biologii.

Vétsina metod PCR amplifikuje fragmenty DNA o délce mezi 0,1 a 10 kb, avSak nékteré
metody jsou schopné amplifikace fragmentii az 40 kb dlouhych (Cheng et al. 1994). PCR
probihd ve 4 krocich, a to pocatecni denaturaci, denaturaci, nasednuti primerti (annealing)
a elongaci. Princip metody PCR je znazornén na obrazku 1.

Pocatecni denaturace je potiebna pro PCR vyuzivajici DNA polymerazu, ktera vyZaduje
teplotni aktivaci, tzv. horky start. Reakce probiha pti 94-96 °C 2-8 minut.

Denaturace probiha pti 90-98 °C 20-30 sekund. Vyse teploty je ddna obsahem guaninu
(G) a cytosinu (C), ¢im je obsah vyssi, tim je i1 potfebnd teplota vyssi. Pokud by byla teplota
pro denaturaci ptili§ nizka nebo by trvala kratkou dobu, dochazelo by jen k denaturaci usekti
s adeninem a thyminem. Vysokou teplotou dochazi k rozpojeni vldken DNA poruSenim
vodikovych mustkd mezi komplementarnimi bazemi (Green & Sambrook 2018).

Annealing vétsinou probiha pfi teploté 55-70 °C 20-40 sekund. Dvojice primeri naseda
na denaturovany templat DNA. Urceni optimalni annelacni teploty pro dané primery je asto
nutné empiricky testovat, protoze niz$i teploty oproti optimalni teploté zpusobuji tvorbu
nespecifického produktu a pii vysSich teplotach se Casto vytvoii nedostatetné mnoZzstvi
pozadovaného amplikonu.

Teplota elongace zavisi na pouzité DNA polymeraze. Taq (z lat. Thermus aquaticus)

polymeraza ma optimum mezi 70 °C a 78 °C. Idedlni je zahtivani na 72 °C po dobu 45 sekund
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(Verma et al. 2014). V tomto kroku dochazi k syntéze nového vlakna DNA dle templatové
molekuly.

PCR se obvykle skladd ze 25-32 opakujicich se cykli se 3 teplotnimi fazemi
Vv termocykleru, programovatelném pftistroji, ktery kontroluje teplotu a ¢as jednotlivych krokt
V cyklu. Produktem prvniho cyklu jsou dvé dcefiné molekuly DNA, které v dal§im cyklu slouzi
jako templat. Syntéza novych molekul zacind od primeru, nové produkty jsou tedy kratsi
nez templat, ale del$i nez usek vymezeny primery. S pribéhem reakce pifibyvd mnozstvi

specifickych produktli o délce vymezené primery exponencidlné, zatimco delSich produkt

pribyva linearné (Green & Sambrook 2018).
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Obrazek 1: Princip metody PCR (Otovda & Mihalovad 2013)
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3.3.2.1 Komponenty reakéni smési PCR

Pro prubéh reakce jsou pottebné nasledujici slozky:
Templat
DNA s cilovou sekvenci k amplifikaci, ¢im Cistsi je DNA, tim bude vysledny produkt PCR
kvalitné;jsi (Verma et al. 2014).

DNA polymeraza
Enzymu zajistujicich syntézu DNA je dnes na trhu mnoho, pro rutinni PCR je stale vyuzivana

Taq polymeraza, ptivodné izolovana z bakterie Thermus aquaticus, zijici v horkych pramenech

Yellowstoneského narodniho parku.

Primery

Jako primery se vyuzivaji syntetické oligonukleotidy. Standardni reakce obsahuje nadbytecné
mnozstvi primerti, obvykle 0,1-0,5 pM od kazdého. Vys$§i koncentrace miize vést
k nespecifické amplifikaci. Obsah G a C by m¢l byt mezi 40 az 60 % a vSechny Ctyfi baze by
mély byt rovhomérné rozvrzeny po celé délce primeru. Délka primeru by se méla pohybovat
v rozmezi 18-30 nukleotidll a oba primery by se nemély liSit o vice nez 3 baze. Primery kratsi
nez 18 nukleotidii maji tendenci se vazat nespecificky a delsi nez 30 mohou vytvaret druhotné
struktury, napft. tzv. hairpin loops (vlasenky), viz obrazek 2. Pfitomnost guaninu nebo cytosinu
v poslednich péti nukleotidech na 3° konci primeru zajistuje tésnou vazbu na templat,

ale nemélo by jich byt vice nez tii (Green & Sambrook 2018).

5

3

Obrazek  2: Hairpin loop (vilasenka), dostupné  z www.multistrand.org/tutorials/Tutorial %2001 %20-
%20How%20d0%20hairpins%20form.html
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Pufrac¢ni smés
Latky udrzujici optimalni pH pro optimalni funkci DNA polymerazy, vétSinou obsahuji latku

Tris a chlorid draselny, udrzuji pH 7,6 pii 72 °C.

Chlorid hofeénaty
Hotecnaté ionty jsou dilezitymi kofaktory pro DNA polymerazu, jen zména koncentrace
hofe¢natych iontd o 0,25 mmol/l muze zreakce svybornym vytézkem vytvofit reakci

s nulovym vytézkem.

Stabilizatory
Bovinni sérovy albumin, glycerol a betain mohou byt ptidany do reakéni smési pro stabilizaci

DNA polymerazy nebo zvySeni specifi¢nosti produktu (Verma et al. 2014).

3.3.2.2 gPCR

Metoda kvantitativni PCR (qPCR), nazyvana také real-time PCR, kombinuje technologii
PCR s fluorescencnimi latkami ke sledovani produkti reakce v realném case béhem
amplifika¢niho cyklu. Oproti klasické PCR nabizi vysokou citlivost a specifitu, nizké riziko
mnozstvi cilové DNA. K monitoringu priibéhu amplifikace je mozné vyuzit technologii,
které 1ze rozdélit do dvou zékladnich typt, a to dsSDNA interkala¢ni barviva nebo fluorescencné
znacené sondy nebo primery (napt. TagMan) (Navarro et al. 2015).

Z interkalac¢nich barviv je v riznych oblastech vyzkumu, v€etné identifikace druhii masa,
nejcastéji vyuzivan SYBR® Green 1 (Ballin et al. 2009), jehoz fluorescence se zvysi, kdyz se
navaze na mensi zlabek DNA (Wittwer et al. 2013). Protoze muze dochazek k tvorbé
nespecifickych produktt a dimert primert (Chou et al. 1992), doporucuje se zkontrolovat
specifitu produktu pomoci vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani (high resolution melting curve
analysis; HRM). Pfi této metod¢ je zachycovana kiivka tani (denaturace) dvousroubovice DNA
se zvySujici se teplotou a je sledovana sila fluorescence. Pti denaturaci dvousroubovice dochézi
k prudkému poklesu fluorescenéniho signalu, kvili odlouceni barviva zvlakna DNA
a nespecifické produkty a dimery primerti denaturuji pii nizsi teplot€ nez produkty specifické
(Ririe et al. 1997).

TagMan sondy jsou sondy oznacené fluorofory, coZ jsou molekuly, které absorbuji svétlo
o urcité vinové délce, ale emituji svétlo jiné vinové délky. Jsou to oligonukleotidy, které¢ maji

na 5° konci reportérovou molekulu s fluorescencni znackou a na 3¢ konci ,,zhasec¢* (quencher)
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a vazou se na specificky usek DNA. Zhase¢ v blizkosti reportéru redukuje jeho flourescenci
a v momenté¢, kdy je sonda St€pena aktivitou Taq DNA polymerazy, dojde k emitaci zéieni

(Navarro et al. 2015).

3.3.3 Sekvenace DNA

Za pocatek DNA sekvenovani lze povazovat uvedeni dvou zdkladnich metod,
a to Sangerovy a Maxam-Gilbertovy. Vyvoj PCR, dostupnost kvalitnich enzymut
a fluorescen¢ni automatické sekvenovani umoznily urcit sekvenci prvniho lidského genomu
v roce 2001 (Lander et al. 2001), ¢imz zapocala revoluce v sekvenacnich metodach (Pervez et
al. 2022).

3.3.3.1 Sekvenovani prvni generace

Metody sekvenovani prvni generace zahrnuji dvé metody: Maxam-Gilbertovu metodu
chemického Sté€peni a Sangerovu metodu (dideoxy terminacni metoda), které jsou zaloZeny
na amplifikaci DNA a gelové elektroforéze. Byly publikovany pfiblizné ve stejnou dobu,
ale Sangerova metoda vyrazné pievladla.

Maxam-Gilbertova metoda byla popsana Maxamem a Gilbertem v roce 1977. Principem
této metody je oznaceni molekuly DNA radioaktivnim izotopem fosforu, vétSinou na 5' konci,
ale mze byt oznacen i 3' konec. Dale je denaturovana a po amplifikaci je DNA rozstépena
pomoci ¢tyf riznych chemikalii, Sté€peni se tedy provadi ve ¢tyfech riznych zkumavkach.
Kazda z chemikalii s§tépi DNA jen v mistech urcitych bazi. Nanesenim na gel vedle sebe
a provedenim elektroforézy se fragmenty rozdéli podle délky a fragmenty jsou zobrazeny
autoradiograficky (Maxam & Gilbert 1977). Dnes se této metody vyuziva jen ziidka,
a to z mnohych divodu. Piedevsim je to vysoka toxicita izotopu fosforu, casova narocnost
a moznost urceni sekvence pouze kratkych tisekd (Eren et al. 2022).

Sangerova metoda byla uvedena vroce 1977 (Sanger et al. 1977). Je zalozena
na terminaci elongace vlakna DNA za pomoci polymerazy a derivati nukleotidi. Na 3" konec
jednovldknové DNA nasedd radioaktivné oznacCeny primer. DNA polymeraza prodluzuje
fetézec, terminace je zajiSténa syntetickymi 2',3'-dideoxynukleosidtrifosfaty (ddNTP)
tzv. termindtory, které oproti deoxynukleotidtrifosfatim (dNTP) neobsahuji volnou
hydroxylovou skupinu na 3' konci. Tato skupina je nezbytna pro funkci DNA polymerazy,
protoze bez ni nemiize polymeraza ptidavat dal$i nukleotidy. Reakce probihd ve ctyfech
zkumavkach, do kazdé¢ je ptidana templatova DNA, polymeraza, primer, dNTP a jeden druh

ddNTP. Vznikaji tedy Ctyfi rGzné sekvenacni smési, kazdd s riiznymi délkami fragmentii
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zakonéenych stejnou bazi podle pouzitych ddNTP. Jednotlivé reakce jsou naneseny na gel
a elektroforeticky separovany (viz obrazek 3). Tato metoda mohla byt v dalSich letech diky
technologickému vyvoji modifikovana. Dnes se misto radioaktivné znacenych terminatort
pouzivaji fluorescenéné znacené terminatory v kombinaci s kapilarni elektroforézou. Neni tedy
nutné pouzivat Ctyfi rizné zkumavky a reakce mohou probihat pouze v jedné.

COI je nejcastéjsim cilem barcodingu a Sangerovo sekvenovani zlstava nejvice
vyuzivanou metodou pro jeho analyzu (Fernandes et al. 2021). I pies piinos, ktery tato metoda
ptivedla, ma i své nevyhody. Podle Kumar & Kocour (2017) je to piedev§im ¢asova naro¢nost
a vyssi cena. Metody prvni generace také vyuzivaji delSich usekli DNA, které Casto nejsou

zachovany ve zpracovanych potravinach.
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Obrazek 3: Autoradiograf akrylamidového gelu (Sanger 1977)
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3.3.3.2 Sekvenovani nové generace

Pro ptekondni nedostatkii metod prvni generace byly vyvinuty nové technologie
sekvenovani DNA. Tyto technologie se oznacuji jako metody nové generace (next generation
sequencing; NGS) a diky jejich vyvoji se vyrazné snizila cena sekvenovani i ¢as potfebny
k osekvenovani celych genomu (Weier 2012). Jsou rozdélovany na metody druhé a tieti

generace. Srovnani generaci sekvenovani je uvedeno v Tabulce 1.

Tabulka 1: Srovnani generaci sekvenovani (Pervez et al. 2022)

Generace )
Technologie Vyhody Nevyhody
sekvenovani
) Vysoka ptesnost
Maxam-Gilbertova Vysoka cena
Napomocné 5 '
Prvni generace metoda Cteni pouze jedné
k ovéfeni vysledka
Sangerova metoda molekuly
NGS
Cteni kratkych
Cteni velkého segmentl
Pyrosekvenace mnozstvi vlaken Obtizna ptiprava
Druha generace [llumina zaroven vzorkd
lon Torrent Nizka cena Nutnd PCR
Vysoka rychlost amplifikace
Nizka rychlost
Neni potteba PCR
amplifikace Vysoka chybovost
S Cteni delsich sekvenace (az 20 %)
Pacific Bioscience
Tteti generace sekvenci Databéze a
Oxford Nanopore ' o '
Velmi nizka cena statistické nastroje
Nizka chybovost pti jsou omezené
ptipravé knihovny

Vybér technologie pro metabarcoding zavisi na nékolika parametrech, a to délce barcodu,
poctu pouzitych barcodli a poctu analyzovanych vzorki (Staats et al. 2016). Technologie
pyrosekvenovani od firmy Roche byla prvni komeréné dostupnou technologii NGS a méla

nejvetsi potencial k identifikaci druhti. V dnes$ni dobé€ se vSak tato metoda pouZiva jen ziidka,
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jelikoz byla nahrazena cenové vyhodné&jSimi alternativami, predevSim technoligii od firmy
[llumina. Nejvétsimi vyhodami pyrosekvenovani byla rychlost a kapacita Cteni, spolu
s vysokou presnosti a moznosti automatizace. Jeho principem je obecné detekce pyrofosfatu,
ktery je uvoliiovan pii zaélenovani nukleotidi DNA polymerazou, v redlném case. Molekuly
pyrofosfatu nasledné¢ zapocnou sled enzymatickych reakci, které vedou k vyzafeni svétla
enzymem luciferazou a toto svétlo je detekovano kamerou (Rasmussen Hellberg & Morrissey
2011).

[llumina je nejc€astéji vyuzivanou skupinou platforem NGS. Tyto technologie vyuzivaji
k sekvenaci reverzn¢ vazané fluorescenéni dideoxy terminatory. Dnes Illumina nabizi fadu

riznych platforem, které jsou popsany v tabulce 2.

Tabulka 2: Srovnani momentalné dostupnych sekvenacnich platforem Illumina (www.illumina.com)

_ o MiSeq NextSeq 550 | NextSeq

Platforma iSeq 100 MiniSeq ) _
Series Series 1000 & 2000

Doba ) ) ) 12-30 hodin )

9,5-16 hodin | 4-24 hodin 4-55 hodin 11-48 hodin
sekvenace
Maximalni

1,2 Gb 7,5 Gb 15 Gb 120 Gb 360 Gb
vystup
Maximum . -

4 miliony 25 milionu 25 milionu 400 miliona | 1,2 miliardy
¢teni
Maximalni

2 x 150 bp 2 x 150 bp 2 x 300 bp 2 x 150 bp 2 x 300 bp
délka Cteni

Samotnému sekvenovani predchazi tzv. pfiprava knihovny, pii které je DNA
fragmentovana a na konce fragmentti jsou pfidany adaptéry. Tyto adaptéry obsahuji sekvence,
které jsou komplementarni s primery a umoznuji imobilizaci fragmenti na povrch reakénich
komurek (flow cells). Reakéni komurky obsahuji dva typy oligonukleotidi, které slouzi jako
primery a navazou se na adaptéry. Nasledné DNA polymeraza vytvaii komplementarni vlakno.
Dvouvlaknova molekula je poté denaturovéana a piivodni templatové vlakno je odmyto. VIdkna
jsou klonalné amplifikovana pomoci mustkové amplifikace, ktera vede k formaci tzv. klastrii
(viz obrazek 4) a nakonec jsou odstranéna vSechna vlakna, ktera obsahuji jeden druh adaptéru.
Samotné sekvenovani zacina tehdy, kdyz jsou ke vzorku ptiddny primery a fluorescencné
oznacené nukleotidy. Sekvenace probihd v cyklech, pfi¢emz v kazdém cyklu je ¢ten pouze

jeden nukleotid, ktery navic slouzi jako termindtor a zabranuje zaclenéni vice nukleotidil
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najednou. Svételné zdablesky emitované pii inkorporaci jsou detekovany kamerou,
fluorescenéni znaceni se odstépi, terminator deaktivuje a pokracuje novy cyklus (Illumina Inc
2018).

Ion Torrent je technologie podobna pyrosekvenaci, s tim rozdilem, Ze sekvenace neni
zalozena na detekci pyrofosfatu, ale na detekci vodikovych iontd, které jsou uvoliiovany
pti zabudovani nukleotidu do komplementarniho vlédkna, ¢imz dochazi ke zméné pH (Hellberg
et al. 2016). Tato zména je potom piimo chemicky detekovana a neni tieba kamery
pro zachyceni signalu, jako je tomu u pyrosekvenace. To také snizilo cenu a Cas sekvenace
(Shendure & Ji 2008). Pred sekvenovanim je opét nutné vytvofit knihovnu, ¢ehoz se docili
pomoci emulzni PCR, pfii které jsou fragmenty DNA navazany na specialni kulicky pomoci
adaptéru. lon Torrent technologie od firmy Thermo Fisher Scientific vyuZiva polovodi¢ovych
¢ipd, které obsahuji velké mnozstvi jamek. Na Cip se napipetuji kulicky a do kazdé jamky
zapadne jedna. Nasledné je Cip zaplaven jednim ze ¢tyt nukleotidl a pokazdé, kdyz je nukleotid
navazan, je zaznamenana zména pH a pfevedena na zménu napéti. Proces je opakovan kazdych

15 sekund s jinym nukleotidem (Thermo Fisher Scientific 2020).
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Obrazek 4: Zakladni princip pripravy knihovny a sekvenovani pomoct technologie Illumina (https://blogs.iu.edu)
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Speranskaya et al. (2018) porovnali lon torrent platformu lon S5 s platformou MiSeq
od Illuminy k identifikaci rostlinnych komponentd bylinnych ¢ajt, a i ptes rozdily v pfipravé
vzorkl a principu sekvenovani ob¢ metody dosahly podobnych vysledki. Obé metody maji
vysokou pfesnost, ale vykazuji chyby specifické pro danou platformu. Pro Illuminu jsou
to invertované repetice a sekvence bohaté na C a G, jako napt. GGC, které zvysuji frekvenci
substituci (Schirmer et al. 2015). U Ion Torrent zplsobuje nejvétsi chybovost Cteni
homopolymert (Bragg et al. 2013)

Aplikace NGS pro kontrolu autenticity potravin zavisi na ziskani dostatecné kvalitni
DNA, aby mohla byt amplifikovana a identifikovana. Pfestoze je dnes mozné extrahovat DNA
Z tém¢et jakéhokoliv typu produktu, je nutné brat v potaz, ze slozeni vzorku pro analyzu mutze
mit vyznamny vliv na detekci cilové slozky. Pro kaZzdou latku mohou byt potifebné jiné postupy
a mnozstvi potfebného materidlu se miize liSit. Také je nutné odstranit veSkeré inhibitory,
které by mohly ovlivnit pribéh reakce. Nekteré potraviny obsahuji velmi malé mnozstvi DNA
nebo pouze degradovanou DNA, coz mize vést k netiplné amplifikaci fragmentd s nizkym

zastoupenim.

3.3.4 Bioinformatické zdroje

Bioinformatika zahrala ve vyvoji DNA barcodingu zasadni roli a v poslednich letech bylo
vyvinuto a vylepSeno mnoho ndstroji pro ucinné provedeni riznych krokd v procesu
metabarcodingu. Prvnim krokem po ziskani dat z NGS je jejich filtrace podle kvality,
protoze je nutné odstranit chybna data, ktera by mohla potencialné vést k nespravné identifikaci
druhu. Pravdépodobnost chybnych bazi v sekvenci je udavana pomoci Phred skore. Phred skore
20 odpovida 1% chybovosti bazi, tedy jedna ze sta bazi bude chybnd. Na tuto hodnotu je ¢asto
pohlizeno jako na minimalni v kontrole kvality sekvence. Nejcastéji vyuZivanymi
softwarovymi nastroji jsou Geneious, PRINSEQ a Trimmomatic (Bokulich et al. 2013).
Po kontrole kvality mize byt sekvence pfimo porovnana s referencni knihovnou nebo dale
zpracovana pomoci shlukové analyzy, nejcastéji pomoci algoritmtt CD-HIT (Fu et al. 2012)
nebo BlastClust (Altschul et al. 1997). Shlukova analyza ¢leni sekvence do operacnich
taxonomickych jednotek (operational taxonomic unit; OTU) na zaklad€ jejich podobnosti
s ostatnimi sekvencemi ve vzorku. OTU je definovédna jako shluk ¢teni s 97% podobnosti
a predpokladd se tedy, ze Cteni patii stejnému druhu. Tato hodnota je ale jen ptiblizna,
protoze nekteré biologické druhy mohou mit identickou sekvenci DNA barcodu (Stoeckle et al.
2011). Klasifikace sekvenci je v praxi nejcastéji provadéna pomoci BLASTu (Basic Local

Alignment Search Tool), ktery usporadava cilovou sekvenci se sekvencemi ve vybrané databazi
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ve dvou fadcich pod sebou podle kratkych identickych fragmentl. Je vypocitan stupen
podobnosti fragmentt a je urcena referencni sekvence s nejvyssi celkovou podobnosti (Altschul

et al. 1997).

3.3.5 Referen¢ni databaze

Spravna identifikace druhi pomoci DNA barcodingu zcela zavisi na pokryti sekvenci
barcodu v referen¢nich databazich. Pokud v databazi neni mozné vyhledat sekvenci nalezici
stejnému druhu jako je cilovy vzorek, identifikace neni mozna (Staats et al. 2016).

Velké mnozstvi sekvenci obsahuje vefejna databaze GenBank, ktera je soucasti
Narodniho centra pro biotechnologické informace (NCBI). Do této databdze mohou data
pfiddvat jen vybrané osoby, jako jsou vyzkumni pracovnici, pracovnici laboratofi,
sekvenacnich center apod. a NCBI je nasledné zodpovédné za zpracovani téchto dat.
Zpracovani zahrnuje automatické i manualni kontroly pro zajisténi kvality a vérohodnosti
sekvenci. Na webovych strankach NCBI je dostupny i nastroj BLAST (NCBI 2023).

The Barcode of Life Database (BOLD) je databaze vedena projektem International
Barcode of Life. Obsahuje sekvence ¢Etvetice barcodii — COI pro identifikaci Zivocicht, ITS
pro identifikaci hub a pro rostlinnou fisi rbcL a matK. Momentaln¢ obsahuje barcody 344 tisic
biologickych druhii, z ¢ehoz rostliny a houby tvofi jen velice malou cast, a také databazi
primert (Boldsystems 2014). Ptestoze odpovédnost za kvalitu dat nalezi autorim, BOLD
uplatiiuje nékolik nastroji pro identifikaci nepfesnosti nebo nizkou kvalitu zaznam.
COIl sekvence jsou naptiklad pifevedeny na aminokyseliny a porovnany s proteiny
pochazejicimi z COI (Ratnasingham & Hebert 2007).

FISH-BOL je kampan zaméfujici se na barcody COI, kterd sdruzuje vyzkumné
pracovniky s cilem zajistit standardizované sekvence vSech druht ryb (Ward 2012). Sekvence
ziskané FISH-BOL jsou ulozené v dalSich vefejnych databazich, véetné GenBank (Ward et al.
2009). FishTrace je projekt pro identifikaci motskych ryb z evropskych vod a ryb prodavanych
na evropském trhu. Dal vznik vefejné databazi se standardizovanymi daty, kterd ale neobsahuje

sekvence COI, namisto toho obsahuje sekvence gent pro cytb a rodopsin (FishTrace 2023).
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3.4 Vyuziti DNA barcodingu v potravinaiském primyslu
3.4.1 DNA barcoding lusténin

Fabaceae neboli bobovité rostliny, jsou po obilninach druhou nejvyznamnéjsi plodinou
pro lidskou vyzivu. Semena kvalitnich odrtud jsou ¢asto nahrazovana mén¢ kvalitnimi semeny
stejného druhu nebo semeny druhu jiného, ktery ma podobny vzhled. Toto nahrazeni nemuze
byt odhaleno pomoci metod zaloZzenych na morfologii. Kombinaci metody DNA barcodingu
a metody HRM je metoda Bar-HRM. Ta se ukazala jako vhodnou pro rozliseni druht lusténin.
Tato kombinace zahrnuje amplifikaci DNA pomoci real-time PCR a nésledné barcodovani
s HRM. Jako markery mohou byt pouzity naptiklad chloroplastovy rpoCl1, diky kterému lze
rozlisit ¢o¢ku kuchynskou (Lens culinaris) od vikve seté (Vicia sativa), ktera muze obsahovat
toxické latky (Nehal et al. 2021). Hrachor popinavy (Lathyrus clymenum) je vyznamnou
lusténinou stfedomotské kuchyné a diky chranénému oznaceni ptivodu, a tedy i1 vyssi cené,
Casto dochazi k jejimu zaménovani s jinymi druhy rodu hrachoru (Lathyrus), které mohou
obsahovat neurotoxickou B-diaminopropionovou kyselinu zptsobujici az paralyzu zvanou
neurolathyrismus. Ve studii Ganopoulos et al. (2012) byla uspé$né pouzita oblast
chromozomové DNA trnlL a metoda Bar-HRM pro rozpoznani hrachoru popinavého od 17

dalsich druhu.

3.4.2 DNA barcoding olivového oleje

Olivovy olej je popularni pro své ulinky na lidské zdravi, pfedevSim ve vztahu
k vysokému krevnimu tlaku a LDL cholesterolu. Az polovina celkového tuku konzumovaného
ve stfedomotské dieté pochazi prave z olivového oleje. Obchod s olivovym olejem je velice
lukrativni a je ¢astym pfedmétem falSovani. Naproti tomu slunecnicovy a tfepkovy olej jsou
az desetkrat levnéjsi (Kumar et al. 2011). Autenticita oleji je nejcastéji ovéfovana chemickymi
analytickymi metodami, zejména plynovou chromatografii, kapalinovou chromatografii nebo
spektroskopickymi metodami. Tyto metody poskytuji informace o poméru mastnych kyselin
Vv oleji, ale vychdzi z pfedpokladu, Ze pomér mastnych kyselin se u riznych oleji vyrazné lisi.
Naptiklad liskootfechovy olej ma sloZeni témét nerozliSitelné od oleje olivového. Proto je také
nejcastéjSim olejem pouzivanym pii falSovani olivového oleje. Problematické je také Slechténi
novych odriid rostlin nebo jejich genetickd modifikace na rostliny s pozadovanym slozenim,
tedy vysokym obsahem kyseliny olejové, jako je tomu u olivového oleje (Uncu et al. 2017).
Ve studii Kumar et al. (2011) byly vytvoieny DNA barcody pro fepkovy, slune¢nicovy

a olivovy olej s pouzitim psbA-trnH a matK primerti. Zde metoda DNA barcodingu dokazala
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odhalit ptidavek fepkového a slunecnicového oleje od 5 %. V dalsi studii (Ganopoulos et al.
2013) byla pouzita metoda Bar-HRM pro odhaleni fepkového oleje v olivovém. Limit detekce
byl udan jako 1 %. Dnes se DNA barcodingu vyuzivé jako citlivé a spolehlivé metody

pro ovéieni autenticity olivového oleje (Nehal et al. 2021).

3.4.3 DNA barcoding koreni

Kofeni je riznorodd skupina rostlinnych ¢asti — plodt, semen, kvéth, listt, stonk,
kotenti, klry, celych rostlin, vyuzivanych v potravinafstvi jako aditivum. K falSovani koteni
dochazi casto, kvuli jeho vysoké cené, ale déje se i neumysIné. Naptiklad badyan (lllicium
verum) a lllicum lanceolatum maji velice podobny vzhled, ale |. Lanceolatum je toxicky.
Ptestoze morfologické rozliSeni je u téchto rodli mozné, casto se prodavaji v podobé prasku,
u kterého nelze morfologickou identifikaci ze ziejmych diivodu aplikovat. Ve studii Zhang et
al. (2019) byly pouzity sekvence ITS2 a trnH-psbA pro analyzu 91 vzorkt jednodruhového
koteni u 16 druht, pticemz 42,9 % vzorkl bylo zfalSovéano, tedy obsahovaly ptidané slozky.
Zejména to byly piibuzné druhy a druhy z Celedi lipnicovitych (Poaceae), napt. ve vzorcich
kurkumy (Curcuma longa) byla detekovéana kukufice (Zea mays). Kombinaci ITS2 a trnH-psbA
bylo mozné rozeznat vSech 16 druhi kofeni od jejich znehodnocujicich latek.

Nejdrazsim kofenim na svété je Safran. Je ziskavan sklizenim stigmat Safranu setého
(Crocus sativus). Villa et al. (2016) aplikovali metodu real-time PCR v kombinaci s HRM
u markerti v oblastech ITS1, ITS2 a matK pro rozliseni C. sativus od pfibuznych druhd
a ovéfeni jeho autenticity. ITS1 a matK markery se ukazaly jako specifické pro rod Crocus

a ITS2 druhové specificky pro C. sativus a C. carwrightianus.

3.4.4 DNA barcoding ovoce

DNA barcoding je mozné pouzit pro hodnoceni autenticity ¢erstvého ovoce, ale i ovoce
zpracovaného. Wu et al. (2018) pouzili sedm rostlinnych barcodi (véetné rbcL, matK
a psbA-trnH,) pro identifikaci produktll vyrobenych z lesniho ovoce. Kombinaci rbcL, matK
a psbA-trnH bylo mozné rozpoznat sledované druhy v ¢erstvych i vysokou teplotou oSetfenych
ovocnych S$tavach. Dale provedli hodnoceni spravnosti sloZzeni uvedeného na obalu.
Z 33 vzorkl bylo nespravné oznaceno 45,4 %. Zatimco vSechny vzorky susen¢ho ovoce byly
oznaceny spravné, dzemy a dZusy Casto obsahovaly nedeklarované slozky nebo neobsahovaly

druhy uvedené ve slozeni. NejCastejSim substituentem byly plody révy vinné.
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3.45 DNA barcoding ryb a morskych plodi

Zdravotni benefity konzumace ryb oproti jinym zdrojim bilkovin, zejména ¢ervenému
masu, zvySily poptavku po rybach (Maestri & Marmiroli 2016). Obchod s rybami se
v poslednich letech vyznamné rozristd, svétova produkce byla v roce 2018 odhadovana
na 178,8 milionl tun. S timto rozvojem se zaroven zvysuje i Cetnost pifipadd falSovani.
Nespravné oznaCovani ryb a produktd zryb je obzvlast dalezitym tématem,
protoze piedstavuje nebezpeci pro lidské zdravi spojené s pfitomnosti kontaminantl, jako
napiiklad parazitl a alergent. Pro identifikaci druhti ryb a motskych plodi mohou byt pouzity
morfologické druhové specifické znaky (velikost, tvar, barva apod.), ty ale vétSinou
po zpracovani nejsou rozpoznatelné a rozliSeni druht je potom problematické.

Pro identifikaci druhit ryb bylo testovano mnoho genetickych markert,
Z nichz nejpouzivanéjsi jsou COI, cytochrom b a 16S rRNA (Fernandes et al. 2021).
Barcodovani pomoci COI umoznilo jasnou identifikaci v§ech druht ryb, problematicka byla
pouze identifikace n€kterych druhi slavek a korysu (Harris et al. 2016). Barcode COI byl také
uspésné zkombinovan s dal§im metodami, jako je HRM (Fernandes et al. 2021).

Prestoze COI a cytochrom b jsou efektivni barcody pro identifikaci ryb a motskych plodi,
maji svd omezeni, napfiklad nedostateCnou variabilitu u blizce pfibuznych druhi.
Jako alternativa byly navrzeny geny 12S rRNA a 16S rRNA (Wang et al. 2017; Shi et al. 2020).

Faktorem limitujicim analyzu pomoci DNA barcodingu mize byt zpracovani dané¢ho
rybiho produktu. Béhem zpracovani dochdzi k degradaci DNA, a navic se do téchto produktt
Casto pfidavaji konzervanty, barviva apod., které mohou ovlivnit kvalitu a kvantitu extrahované
DNA. Shokralla et al. (2015) provedli studii 44 vysoce zpracovanych produktd v riznych
balenich (konzervy, sklenice apod.) znichz pouze 9 (20,5 %) bylo mozné identifikovat
s pomoci standartnich COI barcodi, pravdépodobné praveé z divodu degradace DNA béhem
zpracovani. Naproti tomu, 41 vzorkd z 44 bylo mozno osekvenovat s pomoci mini-barcode

primert.

3.4.6 DNA barcoding mléka a mléénych vyrobki

Dalsi potencialni oblasti pro uplatnéni DNA barcodingu je mléko a mléné vyrobky.
Ptestoze nejsou studie, které by se zabyvaly ptivodem mléka s vyuzitim DNA barcodingu,
je nékolik studii, které se zabyvaji analyzou mikrobioty v mlé¢nych vyrobcich. Zago et al.
(2021) naptiklad analyzovali mikrobiologické slozeni syru Grana Padano s chranénym
oznacenim puvodu v porovnani s podobnymi tvrdymi syry. Celkem 168 vzorkl podrobili

metabarcodingu sekvenaci useku 16S rRNA a uvadi, Ze tato metoda by potencidlné mohla

29



napomahat autentizaci téchto vyrobkl. Podobné studie byly provedeny i na vzorcich jogurtu,
syru cottage a majonézy (Syromyatnikov et al. 2018) a dalSich druhti syra (Raymond-Fleury et
al. 2022). Dale je také mozné DNA barcoding pouzit k detekci rostlinnych oleja v mléce

a prepusténém masle (Uncu & Uncu 2020).
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4 Zavér

Metoda DNA barcodingu se od svého vzniku v roce 2003 stala spolehlivou metodou
pro kontrolu kvality a odhaleni falSovani potravin. Dnes je nejCastéji vyuzivana spolecné
snovymi metodami sekvenovani, které vyrazné snizuji cenu a ¢as analyzy a umoznuji
identifikaci druhd ve smiSenych vzorcich. Lze ji kombinovat i s dalsimi metodami, jako je
napiiklad HRM. V potravindiském primyslu ma Sirokou Skalu vyuziti, pfedev§im v odhaleni
zamény biologickych druhli v potravinach zivoc¢isného i rostlinného piivodu. Nejvyznamnéji
limitovanou oblasti jsou pro DNA barcoding vysoce zpracované potraviny, ze kterych je

vvvvvv

identifikovat biologicky druh témét ze vSech druht potravin.
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