ABSTRAKT

Ovéfeni autenticity potravinaiskych vyrobku je dilezitym krokem pied jejich uvedenim na
trh. Tohle testovani zabezpecuje, ze vyrobek skutecné obsahuje to, co uvadi etiketa a taktéz je
ovétena jeho zdravotni nezavadnost. Jednou z metod, které je mozné pouzit na ovéfeni
autenticity je polymerazova fetézova reakce (PCR).

Experimentalni ¢ast prace byla zaméfena na izolaci DNA pomoci magnetickych ¢astic
Vv kvalit¢ pro PCR z potravinaiského vyrobku — keCupu. Jako kontrola byla izolovéna ze
semen a stonku rajéete. Byla porovnavana amplifikovatelnost DNA izolované z vyrobku
pomoci magnetickych castic separovanych jehlou a separatorem. Metodu je potieba dale
optimalizovat.

ABSTRACT

Authenticity verification of food products is an important step before their release to the
market. This testing ensures that the product contains what the label states and also confirms
the medical harmlessness. One of methods possible to use for authenticity verification is
polymerase chain reaction (PCR).

The experimental part was focused on the DNA isolation using magnetic particles on PCR —
ready quality from food product — ketchup. DNA isolated from seeds and stalk of tomato were
used as a controls. Amplificalibity of DNA isolated with magnetic particles using magnetic
separator and needle was compared. The method requires further optimization.
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1 Uvod

FalSovani potravin je proces, pii kterém je kvalita potravin nizsi, nez za jakou je vydavana.
Tenhle problém je lidstvu znam uz od starovéku, kdy v disledku velké poptavky, vysokych
cen a omezeného zdsobovani byly n€které potraviny nahrazované levnéjsi variantou.

V pozdéjsich dobach, kdy se zacalo vyuzivat chemickych ptipravkl, vzrostla na vyznamu
otazka bezpecnosti lidského zdravi. V disledku toho zacaly vznikat analytické metody
schopné rozpoznat aditivni latky a taktéz ovéfit autenticitu.

Mezi takovéto metody patii i metody DNA analyzy. Pfi téchto metodach je velmi dilezitym
krokem samotné izolace DNA ze vzorku, protoze metody zaloZzené na DNA analyze jsou
citlivé na Cistotu DNA. Spolu s DNA se mohou izolovat i jiné latky, které interaguji v procesu
syntézy a zpusobuji falesn€¢ negativni vysledky, proto je dilezitym faktorem pravé Cistota
vzorku DNA. U tepelné zpracovanych vyrobku je dal§im problémem degradace DNA.

Pro kazdou potravinu je nutna optimalizace izola¢nich a purifika¢nich kroku, aby bylo
nasledné mozné provést pozadovanou analyzu. Nejcastéji se jednd o amplifikaci DNA.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Autenticita

V dnesni dobé jsou podvody na potravinaiskych vyrobcich ¢astym problémem. Firmy,
V snaze ziskat co nejvetsi zisk, méni slozeni vyrobku, etiketa vSak ziistava stejnd. Na
takovouto zménu doplati konzument, ktery se musi spoléhat na etiketu. Navzdory tomu, ze ve
veétsing piipadli nepiesného oznaceni vyrobku neni ohrozeno lidské zdravi, jsou vsSak i

Vv

piipady, které mohou mit i1 zavaznéjsi nasledky, zvlasté v ptfipadé potencialnich
potravinovych alergenti. [1]

2.1.1 FalSovani vyrobki

Otéazka autenticity souvisi se slozenim vyrobku. Navzdory tomu, Zze mizou byt pachany riizné
podvody, mizeme fict, ze ve VEtSiné piipadu se jedna o prodej levného vyrobku za drazsi.
Muze dochazet k nasledujicim zaménam.

2.1.1.1 Druh nebo odriida

ptipad, kdy dojde ke kompletni zdméné jednoho druhu za jiny, avsak castéjsi piipadem je
smichéni autentického produktu s podobnou méné nakladnou alternativou. Ptikladem prvniho
ptipadu, kdy dojde k Uplné zaméné, je napiiklad pouziti smési slune¢nicového a sdjového
oleje s pridanymi barvivy jako chlorofyl ¢i beta karoten pro ziskani barvy a aroma olivového
oleje. Prikladem druhého ptipadu miize byt smichani olivového oleje s jinym rostlinnym
olejem, nebo smiseni pomeran¢ového dzusu s jable¢nym.

Tenhle typ falSovani lze pfevazné pomérné lehce detegovat, protoze se ve vyrobku casto
nachazeji ptirodni markery, které mohou byt monitorovany. [2]

2.1.1.2 Oblast pivodu

Hodné vyrobkd, hlavné téch evropskych, klade velky diraz na jméno regionu, odkud produkt
pochazi. Takovyto produkt miiZze pfitahovat vétsi pozornost nezli jemu podobny bez oznaceni
regionu. Asi nejvice jasnym ptikladem jsou v tomhle ptipadé vina, kde jeho chut’ zavisi nejen
od vyrobniho procesu a odridy vinné révy, ale také od klimatickych podminek a sloZeni
pudy. [2]

2.1.1.3 Proces vyroby

Je Castym ptipadem, ze vyrobek ma vyssi cenu, protoze byl pfipraven specialnim procesem
vyroby. Jednoduchym piikladem je opét olivovy olej. Olivovy olej muze obsahovat
rafinovany podil, coZz znamena, Ze tahle Céast byla zahfatda a vyextrahovana pomoci
organickych rozpoustédel, avSak panensky olivovy olej musi byt pfipraven zastudena
pouzitim mechanickych sil.

Vzhledem k tomu, Zze dany proces je levnéjsi a vynosnéjsi, Casto se stava, ze je vyrobek
vyroben touhle cestou, ale oznacen je jako vyrobeny jinym procesem. [2]

2.1.1.4 Prumyslové podvody

Jedna se pfevazné o upravu barvy, aroma, chuti vyrobku ptfidanim aditiv. Pfikladem miiZe byt
zfedéni pomerancového nebo jiného ovocného dZusu cukernym roztokem. Do téhle kategorie
lze zaradit podvody tykajici se znacky vyrobku. [2]



2.1.2 Autenticita vyrobki rostlinného pivodu
Nasledujici ¢ast bude vénovana autenticité jednotlivych druhii vyrobkd rostlinného ptvodu.

2.1.2.1 Olivovy olej

Vyznam olivového oleje je v dnesni dob¢ znatelny, zejména diky jeho nutriénim hodnotam.
Charakter oleje je dan kombinaci klimatickych podminek regionu a typu kultivaru, ¢ili
vySlechténé odrady.

Autenticita olivového oleje byla po dlouhou dobu provadéna analyzou sterolti a mastnych
kyselin pro urCeni falSovani olivového oleje rostlinnym olejem. V posledni dobé se DNA
markery ukazaly byt G¢innym nastrojem pfi identifikaci kultivart pouzitych pro produkci
olivového oleje. DNA izolovana z oleje mize byt vysoce degradovand nebo bohatd na
inhibitory PCR, co mutze znemoznit efektivni analyzu. Existuji v8ak vysledky studii, které
potvrzuji ziskani dostate¢ného mnozstvi DNA z olivového oleje. [3,4]

2.1.2.2 Obilniny

Obilniny jako pSenice, zito nebo jeCmen obsahuji zdsobni protein gluten (lepek), ktery neni
vhodny pro lidi trpici celiakii. Bezlepkova dieta je pro tyto lidi nevyhnutelna, proto je spravné
oznaceni vyrobku velmi dilezité, aby bylo mozné se vyhnout poziti potravin obsahujicich
lepek.

Metody pouzivané na detekci lepku jsou pfevazné€ zaloZeny na proteinové analyze. Nejnovési
PCR metody zalozené na specifickém rozliSeni pSenice, Zita, je€mene a ovsa ve vzorcich
poskytly vysledky korelujici s proteinovou analyzou.

Dalsim ptipadem, kdy je potfebné ovéieni autenticity jsou tradicni italské téstoviny, které se
vyrabi z tvrdé pSeni¢né krupice a nesmi obsahovat mékkou pSenici. Podle italské legislativy
tvrda psenice miize obsahovat maximalné tfi procenta meékké pSenice.

Byla popsana dvojita (duplexni) PCR metoda, ktera umoziuje zaroven detegovat oba druhy
pSenice a byla uspésné pouzita na téstovinach s detekénim limitem 0,2 % (w/w). Druhové
specifickd PCR byla pouZita na detekci mékké pSenice v krupici a chlebu a jeji detekéni limit
byl 3 az 5 % (w/w). Pouzitim PCR V realném ¢ase bylo mozné tento detekéni limit snizit na
2,5 %.

Autenticitu je potfebné ovétit i pii produkci sladu z jeémene. Vyskytuji se dva druhy je¢mene
ato s dvojfadovym a Sestftadovym klasem, kde pocet fadi udava pocet plodnych kvéta
nachazejicich se na kazdém klase. Dvojtadovy klas poskytuje méné trody, ale je povazovan
za lukrativnéjsi nez Sestfadovy klas, ktery dava vice trody. Tu se vyskytuje moznost pro
falSovani dvojfadového klasu za Sestfadovy, coz miiZze uskodit sladovnickému procesu. Proto
je potfebna spolehliva metoda na ur¢eni odrudy je¢mene v nemixovanych davkach a uréeni
odriidy v mixovanych davkach zrn.

Mezi spolehlivé metody urfeni odrady patii elektrolyza, pfedev§im SDS-PAGE
(elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného), jejim
principem je separace zasobnich proteinii hordeind a jejich stupeil polymorfizmu, ktery se
druhoveé lisi. Pro zvySeni detek¢nich limith je mozné pouzit HPLC (vysokoucinna kapalinova
chromatografie) jako dopliikovou metodu, kde se dany protein déli na zaklad¢ hydrofobicity.
[2.4]



2.1.2.3 Alergeny

Spravné oznaceni potravin je jediny zpusob, jak se vyhnout konzumaci potravinam
obsahujicim alergen. AvsSak Uplné vyhnuti se alergenim muze byt problémové vzhledem
k tomu, Ze zpracované vyrobky obsahuji velka mnozstvi ingrediencii. Proto je nesmirné
diilezita spolehlivd metoda pro urceni alergent ve vyrobcich.

Vétsina komercéné uzivanych technik pro detekci alergent je zalozena na urceni potencialné
alergennich proteinit s vyuzitim imunologickych metod. DNA vSak miize byt také vyuzita
jako marker pro pfitomnost alergenti.

Jednim z alergenti je liskovy ofiSek, ktery se Casto pouziva jako piisada do téstovin,
cukrarenskych vyrobkii nebo zmrzliny a mtize byt taktéz zpracovan na olej. Neumyslné mize
byt ptitomny v fadé dalsich vyrobku jako kontaminant v procesu vyroby.

Druhov¢ specificka PCR umoznuje amplifikovat fragment hlavniho alergenu liskového ofisku
a tak umoznit jeho detekci s limitem 0,001% (w/w). PCR-ELISA ukazala vysokou specifitu
na liskovy ofiSek, kterého ptitomnost bylo mozné detekovat v zpracovanych vyrobcich diky
vyssi stabilite¢ DNA.

Dalsim alergenem je arasid. VyslouZil si vétsi pozornost kviili vysoké Cetnosti a zdvaznosti
reakce u citlivych lidi.

PCR v realném ¢ase vyuzivajici TagMan sondu umoznuje specifickou detekci i stopového
mnozstvi arasidu. Duplexni PCR umoziiuje soucasnou detekci arasidu a liskového ofisku
V surové 1 zpracované potraving; je schopna detekovat 50 pg DNA. Spolehlivéjsi metodou
detekovani soucasné dvou druhti ofechi je PCR, pfi které se vyuziva specificka DNA sonda
pro detekci a rozpoznani specifické sekvence DNA.

Vla$sky ofech patii také mezi alergeny. Je velmi €asto pouzivan v pekarenstvi jako zakladni
komponenta naplni, taktéz se nachazi v cukrarenskych produktech jako naptiklad v ¢okoladg,
je soucasti smési miisli cerealii a velkého mnoZstvi dalSich potravin.

PCR v realném case dokaze amplifikovat hlavni alergenni gen vlasského ofechu s detekénim
limitem 0,01% (w/w) ve vzorku peciva.

Mezi alergeny patii taktéz celer. Tahle zelenina ma rozsédhlé pouziti v potravinaiském
pramyslu, zejména jako ingredience do smési kofeni, do bujonli, omacek, klobas a
ptedptipravenych jidel. Celer obsahuje hned nékolik zndmych alergentl.

Druhove specifickou PCR se amplifikuje gen manitol dehydrogenaza a to umoziiuje
specifickou detekci ¢tyit druhi celeru s detekénim limitem 0,1 % (w/w). Tato technika byla
testovana na masovych vyrobcich. S vyuZzitim klobas jako vzorku je moZzné detegovat stejny
gen pomoci PCR v realném case, pfi¢emz detekéni limit je 0,0005 — 0,001 % (w/w). [4]

2.1.2.4 Ovocné pyré

Détské vyzivy pozistavaji z ovocného pyré, cukru, vody a aditiv jako antioxidantl a
zahusStovadel. Protoze je tohle jidlo ur¢eno pro malé déti, je nutné, aby mélo dostateCnou
nutri¢ni hodnotu, vysoky obsah ovocné slozky ve vysoké kvalité, a taktéz se kladou vysoké
pozadavky na nizké hladiny pesticidd, mikrobiologickou kontaminaci, aditiva a spravné
znaceni. [5]

2.1.2.5 Kecup
Mezi zakladni sloZky kecupu patii rajcatova pasta, cukr, sill, ocet, kofeni a jiné ingredience.
Komercni keCupy maji rozliéné slozeni, které se 1iSi pomérem jednotlivych ingredienci. Co



maji viak spoleéné je, ze musi obsahovat minimalni mnozstvi rajéat 7 — 10 %. Casto se viak
stava, ze jsou produkovany kecupy s niz§im obsahem rajcatové slozky.

Mezi markery, které se sleduji pti ovéfovani autenticity, patii obsah karotenoidi (lykopénu a
betakaroténu), glutamové kyseliny, kyseliny citronové a maleinové a ionty jako sodik, draslik,
hot¢ik nebo vapnik.

Obsah hydroxymethylfurfuralu (HMF) indikuje zhorsSeni kvality vyrobku vlivem zahtati nebo
skladovani. Vznika spontanné¢ Maillardovou reakci nebo dehydrataci hexéz. HMF se
prakticky nevyskytuje v Cerstvé potraving, avSak zahiatim ¢i dlouhym skladovanim se jeho
obsah zvysuje. [5,6]

2.1.2.6 Geneticky modifikované organismy (GMO)
Od doby, kdy se GMO zafadili do potravinaiského prumyslu, vyvstala obava ohledem

bezpecnosti vyrobki, jak ze strany védcl, tak ze strany veréjnosti. Proto bylo oznaceni
takovychto vyrobkli nevyhnutelnosti, piedevsim v Evrop¢. EU se rozhodla vénovat specialni
pozornost takovymto vyrobkliim a rozhodla, Zze pokud vyrobek obsahuje vice nez 0,9 %
povolenych GMO musi nést specialni oznaceni. Vyvstala tedy potieba analytické metody
nejenom v krajinach EU, ale taktéz v krajinach exportujicich produkty do EU.

Pro detekci se vyuzivaji metody PCR. Tyto metody muzou byt rozdéleny do nékolika
kategorii na zakladé specifity a to provéfovaci skriningové metody, genové specifické metody
a konstrukéné specifické metody.

Skriningové metody jsou nejméné specifické, protoze se zaméfuji na detekci promotoru a
terminatoru, které jsou pifitomny v mnoha rozdilnych GMO. Genové specifické metody se
zamétuji na prukaz aktivniho genu se specifickou genetickou modifikaci. Touhle metodou se
muze urcit pfitomnost GMO, avsak nedokazeme fict, zda se jedna o povoleny GMO nebo
nikoli. Ob¢ tyto metody jsou zaloZeny na prikazu vice ¢i méné Vv pfirod¢ se vyskytujicich
DNA sekvenci, a proto je tu zna¢né riziko ziskani faleSné pozitivniho vysledku. Konstrukéné
specificka metoda se zamétuje na prikaz spojeni mezi dvéma useky DNA a to promotoru a
funk¢niho genu, které se v ptirodé nemusi vyskytovat.

Bez ohledu na to, jakou technikou je GMO detekovan, identifikace specifického fragmentu
(produktu PCR) casto zahrnuje elektroforézu na agarovém gelu. K dispozici jsou vSak i
metody PCR v realném case. [4]

2.2 lzolace a separace DNA
Izolace a separace jsou prvnimi kroky pfed samotnou amplifikaci DNA.

2.2.1 lzolace pomoci CTAB metody

Izolace DNA z rostlinného pletiva je velmi obtizna, protoze biochemické slozeni se vyrazné
1i8i v zavislosti na druhu rostliny. Nejvétsim problémem jsou polysacharidy a polyfenoly,
které interferuji v procesu amplifikace DNA. Za nejoptimalngjsi metodu se v soucasnosti
povazuje CTAB metoda. Tato metoda zahrnuje vyuziti CTAB pufru a merkaptoethanolu.
CTAB pufr obsahuje CTAB (cetyltrimethylamonium bromid), Tris
(tris(hydroxymethyl)aminomethan), EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovd), NaCl
(chlorid sodny), PVP (polyvinylpyrrolidon).

CTAB slouzi na rozruseni membran. EDTA vystupuje jako chela¢ni ¢inidlo a tvofi komplexy
s dvojmocnymi kationty, potiebnymi pro aktivitu nukleaz. Tris udrzuje stabilni pH 8. NaCl
slouzi na neutralizaci negativniho ndboje DNA a odstranéni polysacharidi. PVP odstranuje
polyfenoly. Merkaptoethanol poméha denaturaci proteinli poruSenim disulfidickych vazeb a
taktéz odstranuje polyfenoly. [7,8]
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2.2.2 Izolace pomoci magnetickych ¢astic

Tento proces pozustava ze Ctyi kroki, a to navazani, separace, promyti a eluce.

Prvnim krokem je navdzani DNA na magnetické castice. Povrch magnetickych ¢astic
vykazuje afinitu K DNA nebo je tvofen poréznim sklem. DNA je navazana na povrch ¢astice.
Jadro castice je tvoreno kovem a proto je mozné odseparovat nosi¢e s navazanou DNA
S vyuzitim magnetického pole.

Zdrojem magnetického pole mize byt magnet (magneticky separator), kterym se ptisobi na
eppendorfovou zkumavku a nosi¢e s navazanou DNA jsou k nému pfitahovany. Dal§im
zdrojem magnetického pole je magneticka jehla. Magnetické pole je tvofeno pfechodem
proudu vodi¢em (kovovou tyckou - jehlou). Separace probihd tak, Ze jehlu zanotfime do
roztoku a nosi¢e s navdzanou DNA ndm ulpi na Spicce jehly. Nasledn€ jsou preneseny do
Cisté zkumavky a vypnutim proudu se uvolni z jehly.

Dalsim krokem je promyti. V ptipadé separatoru se nejdiive odstrani zbyly roztok a pak se
vzorek promyje ethanolem. V piipadé magnetické jehly sta¢i pouze promyti ethanolem.

DNA se z magnetickych ¢astic uvolni eluci do TE pufru. [9]

2.3 Metody DNA analyzy

Molekularni metody detekce jsou zalozeny na dvou typech molekul a to na proteinech a
nukleovych kyselinach.

Pii urCovani autenticity detekci druhové specifického proteinu byly vyuzity imunologické a
elektroforetické metody. Zahtatim potraviny Vv procesu vyroby vsak dochazi k denaturaci
proteinu, proto jsou metody zalozené na DNA analyze, konkrétné¢ PCR, preferovany,
predevsim diky lepsi stabilit¢ DNA oproti stabilité proteint a taktéz kvili vysoké citlivosti a
specifité.

Diky vétsi termostabilite¢ DNA je jeji analyza pravdépodobné mén¢ ovlivnéna zpracovanim
vyrobku. Navic je DNA pfitomna ve vétSiné bun€k organizmu, co umoziuje obdrzeni
identického vysledku nehledé na to, z které ¢asti byl vzorek odebran. [10]

2.3.1 DNA hybridizace

Hybridizace je proces, pfi kterém se tvoii dvoufetézcova molekula ze dvou jednofetézcovych
DNA nebo jednofetézcové DNA a jednofetézcové RNA na zakladé komplementarity baz.
Abychom tuto metodu mohli provést, je tieba Si nejprve piipravit znaeny specificky usek
DNA nebo RNA, ktery bude slouzit jako sonda a bude sledem nukleotid pfesné odpovidat
mensi (20-30 nukleotidti) nebo vétsi ¢asti (100-2000 nukleotidi) genomu DNA. Znaceni se
provadi radioaktivné nebo neradioaktivné, naptiklad fluorescenéné.

Nasledné nechame pii vhodnych reakénich podminkach zreagovat sondu s cilovou DNA, ve
které¢ ptredpokladame piitomnost genu. Zahiatim nukleové kyseliny dojde k denaturaci a
vzniku jednovldknové DNA, ke které se na zakladé komplementarity miiZze pfipojit ndmi
pfipravena sonda a dojde ke hybridizaci. Naslednym ochlazenim se vytvoii dvouvlaknovy
fetézec DNA-DNA, DNA-RNA nebo RNA-RNA. Protoze byla nase sonda oznacena,
muzeme ted’ podle oznaceni detekovat pozadovany tsek DNA nebo RNA. Tento postup je
graficky zndzornén na obrazku 1.

Hybridizace se vyuziva 1 vmetodé PCR, kde chemicky syntetizované primery

(oligonukleotidy) hybridizuji s denaturovanou DNA matici. V PCR se vyuzivd neznacend
DNA. [11,12,13]
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Obrazek 1: Schéma hybridizace [14]

2.3.2 PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je zaloZena na zakladnim molekuldrnim procesu vsech
zivych organizmi a to na replikaci nukleovych kyselin. Tak jako replikace i syntéza nového
fetézce v PCR probiha ve sméru 5'—3" za pomoci enzymu termostabilni DNA — polymerazy.
U PCR je tento proces cyklicky, protoze se opakované syntetizuje nami vybrana cast, kterou
je potfebné namnozit, aby byla detekovatelna. Tuhle nami vybranou ¢ast si ohrani¢ime
pomoci dvou primert, které se navazou na protilehlé fetézce DNA. Po piidani DNA -
polymerazy a nukleotidi miZze zacit syntéza, ktera probiha na obou matricovych fetézcich
soucasné ale protismérné. V prvnim cyklu ziskdme jen ¢astecny amplikon a teprve ve druhém
cyklu se nam syntetizuje pozadovany produkt PCR (amplikon). Jeden takovyto cyklus se
sklada ze tii ¢asti, pricemz kazda ma rozdilné naroky na teplotu. Prvnim krokem je denaturace
dvoutetézcové molekuly DNA matrice, ktera probiha za teploty 94 °C, dal§im krokem je
hybridizace, kdy dojde k ptipojeni primeri na matrici pii teploté 30 — 65 °C a tietim krokem
je samotnd syntéza za pomoci termostabilni DNA — polymerazy pii teploté 65 -75 °C.
Amplifikace useku DNA je ndzorné zobrazena na obrazku 2.
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Obrazek 2: Schéma pribéhu PCR [15]

Aby nedoslo k denaturaci polymerazy, a tim ztraté jeji funkénosti vyuziva se termostabilni
polymeraza isolovana z termofilnich mikroorganizmd, ktera je odolna vici vyssim teplotam.
[16,17]

2.3.2.1 Komponenty PCR

2.3.2.1.1 DNA polymeréza

Bézné€ pouzivanou polymerazou je Taq DNA — polymeraza, které je isolovana z termofilnich
mikroorganizmi, konkrétné¢ Thermus aquaticus. Replikace neni bezchybny proces, proto se
obCas stane, Ze je do fetézce zafazen nekomplementarni nukleotid. V zivé buiice jsou
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mechanizmy, které takhle vzniklou chybu odstrani opravnymi mechanizmy, jenze Taq DNA —
polymeraze tahle aktivita chybi.

Mezi termostabilni DNA — polymerazy korektorskou aktivitou patii Pfu DNA — polymeraza
(z Pyrococcus furiosus) a Pwo DNA — polymeraza (z Pyrococcus woesei), diky jimz je
frekvence chyb 2 — 6 krat nizsi nez pfi pouziti Taqg DNA — polymerazy. Jejich pouziti v praxi
je vSak o néco komplikovangjsi, protoze opravni mechanizmus taktéz zpusobuje degradaci
jednotetézcovych primert. Uplatnuji se vSak spolu se Taq DNA — polymerazou pfii
amplifikaci dlouhych Gsekid DNA. [17]

2.3.2.1.2 Primery

Uspé$nost a presnost PCR je zavisla na spravném navrhu primer vyuZitych pii syntéze
amplifikovaného ftetézce. Mezi faktory ovlivitujici G€innost primert patii délka primerd,
teplota tani primera a teplota hybridizace primert.

Optimalni délka primeri je zpravidla 18 — 25 bp (pard bazi). Tenhle fetézec je dostatecné
dlouhy na to, aby poskytl specificky produkt, na druhou stranu je také dostatecné kratky, aby
se primery vazaly jednoduse.

Teplota tani primert (Tp) je teplota, kdy je denaturovano 50 % dvoutetézcovych molekul. S
primery s Tr, vV rozmezi 52 — 58 °C se dosahuji nejlepsi vysledky.

Teplota navazani primeru (T,) zalezi na délce a slozeni primerd. Oby¢ejné by T, méla byt 0 5
°C nizsi nez je Tr. Pii piili§ vysoké T, nedojde k navazani primert a pii piilis nizké T, dojde
k tvorbé nespecifickych produktt v disledku nespravného sparovani bazi. [18, 19]

2.3.2.1.3 Pufr pro PCR

DNA je citliva na pH a proto je nutné vyuzit pufru. PCR pufr obsahuje Tris — HCI, KCI a
Fosfatova skupina na volnych nukleotidech vaze vodikové ionty z roztoku a vznika kyselina
fosforecnd, coz zvySuje aciditu roztoku. Aby se zabranilo tomuto jevu je hlavni slozkou pufr
Tris — HCIL Jedna se o konjugovany par kyseliny (kyselina chlorovodikova) a baze
(tris(hydroxymethyl)aminomethan), ktery je schopny udrzet pH v optimu (8,0 — 9,5) regulaci
mnozstvi vodikovych iontt v roztoku.

KCI (chlorid draselny) uleh¢uje vazani primert, tim Ze stabilizuje DNA fetézec navazdnim
draselného iontu na fosfatovou skupinu. Tim se sniZi negativni naboj DNA fetézce a primer,
ktery je taktéZ negativné nabity, nebude odpuzovan.

MgCI; (chlorid hofeénaty) stabilizuje DNA fetézec obdobné jako v piipadé KCI. Slouzi vSak
navic jako kofaktor pro Tag DNA — polymerazu. Pro jeji optimalni aktivitu ho vSak smés
musi obsahovat jen ur¢ité mnozstvi. [20]

2.3.2.1.4 dNTP (deoxynukleotid trifosfaty)

dNTP jsou volné nukleotidy ptidavané do roztoku, aby mohlo dojit k syntéze DNA fetézce.
Ve fazi prodluzovani fetézce DNA je ANTP (deoxynukleotid trifosfat) stépen a vznikly ANMP
(deoxynukleotid monofosfat) je pfipojovan na fetézec. OdsSté€peni fosfatové skupiny je
katalyzovdno hofec¢natym iontem, ktery se vaze na alfa — fosfatovou skupinu a ulehcuje tak
odstépeni zbylych dvou skupin. [20,21]

2.3.2.1.5 PCRvoda

Jedna se o precisténou vodu, ktera nesmi obsahovat nukleazy (hydrolyticky enzym, $tépici
fosfodiesterovou vazbu), aby nedoslo k degradaci DNA fetézce. Taktéz nesmi obsahovat
nékteré ionty, organické molekuly a bakterie.
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DNA — polymeraza je citliva na tézké kovy, jako kadmium a zinek a né€které pfechodné kovy,
jako zelezo, méd’, kobalt, nikl, které se mizou véazat na enzymy a ovliviiovat tak aktivitu
polymerazy. DalSim specifickym kovem je hot¢ik.

Organické molekuly se zadpornym nabojem mohou pusobit podobné¢ jako DNA a tim
ovliviovat katalyticky proces. Vystupuji jako nekompetitivni inhibitory. [22]

2.3.2.1.6 DNA matrice
Jedna se o DNA, ktera se bude v PCR amplifikovat.

2.3.2.2 Faktory ovlivitujici PCR

2.3.2.2.1 Inhibitory

Potravinové vyrobky obsahuji celou fadu inhibitoru, které interaguji v PCR. Inhibitory mtzou
pochazet z DNA, se kterou jsou koextrahovany. Inhibitory mizou zpusobit inaktivaci DNA —
polymerazy nebo degradaci DNA.

Rostliny obsahuji mnoho substanci, které interaguji, nebo by mohly interagovat, kdyz se
nachazeji v DNA pouzité v PCR a pak brzdi PCR proces. Mezi takovéto latky patii naptiklad
polysacharidy, pektiny a xylany (druh hemicelulosy vyskytujici se v bunécné sténé rostlin).
Bobulové ovoce obsahuje fenoly a polysacharidy, které jsou zavaznymi inhibitory v PCR.
Zdrojem inhibitorti jsou také Cinidla a reagenty, se kterymi ptichazi vzorek do styku
Vv pritbéhu purifikace. To zahrnuje soli, pfedev§im KCl a NaCl a iontové detergenty.
Potencialnim inhibitorem PCR jsou hofe¢naté ionty Mg2+. Ve vyssich koncentracich totiz
reaguji s primery, DNA, EDTA a dal§imi chela¢nimi ¢inidly. Muze tak dojit ke vzniku chyb
pti amplifikaci nebo k amplifikaci nespecifickych produkti. [23, 24]

2.3.2.2.2 Kontaminace

Mikroorganizmy jsou velmi nepfiznivé pro PCR reakce. Dokonce i1 jedna molekula
kontaminujici DNA mtize zptsobit chybny vysledek. Mohou uvolilovat nukleotidy z tvoficiho
se fetézce, taktéZ mohou bakterie uvolfiovat ionty a organické molekuly, které budou
interagovat s aktivitou polymerazy. Kontaminaci je tfeba zabranit pfedevSim v pfipad¢, ze
DNA ve vzorku je velmi malé mnozstvi a je proto potfeba vétsi mnozstvi reakénich cykld pro
dosazeni poZadovaného mnoZstvi produktu. V tomhle piipadé milzZze cizoroda DNA
konkurovat se stanovovanou DNA a vést k falesné negativnimu vysledku. [22, 24]

2.3.2.3 Varianty PCR

Zékladnim metodou je konvenc¢ni PCR. Vznika pii ni velké mnozstvi kopii DNA. Tento
proces je popsany v kapitole 1.2.2. Opakuje se ve 20 — 40 cyklech. Vysledky je mozno
obdrZet az po ukonceni procesu amplifikace a provedeni agarozové gelové elektroforézy.
Upravou tohoto zékladniho procesu ziskame dal$i varianty.

2.3.2.3.1 PCRV realném Case

Pfi této metodé je mozno produkt PCR detekovat v prib&éhu amplifikace, ¢ili v realném case.
Existuje nékolik variaci PCR vrealném case a mezi ty nejpouzivangjsi patii metody
vyuzivajici SYBR green nebo TagMan.

SYBR green je barvivo vazici se pouze na dvojvldknovou DNA, nasledné takhle vznikla
slouc¢enina fluoreskuje. V pribé¢hu amplifikace se zvySuje fluorescence, v disledku vzniku
dvojvldknové DNA, na kterou se barvivo mize vazat. Mnozstvi fluorescence piimo odpovida
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mnozstvi dvojvlaknové DNA. Nevyhodou barviva SYBR green je, Ze se vaze na vSechny
dvojvlaknové produkty i na nespecifické produkty ¢i dimery primeru.

TagMan metoda vyuziva znaceny nukleotidovy fetézec, sondu, 0 velikosti 18 — 30 bp.
Fluorescenc¢ni barvivo, které se nazyva reportér je navazano na 5° konec fetézce sondy. Na 3’
konec fetézce sondy je navazana dal$i molekula, ktera se nazyva zhasec a jeji ulohou je
pohlcovat energii emitovanou reportérem. V pribéhu amplifikace fetézce dochazi k degradaci
téhle sondy po jejim pfipojeni na amplifikovany fetézec. Dochézi tedy k uvolnéni reportéru a
jeho fluorescenci. Cim vice produktu PCR vznika, tim vice reportéru se uvolni a fluorescence
je intenzivnéjsi. [25, 26]

2.3.2.3.2 Multiplexni PCR

Multiplexni PCR je mozno v jedné smési detekovat n¢kolik usektit DNA soucasné. Tohle je
umoznéno tim, ze se do smési pfidava n€kolik parl primerd rozpoznavajicich nékolik
rozdilnych sekvenci nukleotidového fetézce. Multiplexni amplifikace v jednom kroku
poskytuje velmi rychlou analyzu, ma vSak né€kolik nedostatkii. Muze dochéazet k vlastni
inhibici mezi primery a ma niz$i amplifika¢ni u¢innost. Proto jsou kladeny vysoké pozadavky
na primery. [27, 28]

2.3.2.3.3 PCR - ELISA

Tahle metoda spaji PCR a imunologické metody, pficemz PCR amplifikuje specificky usek
DNA a imunologicka metoda pak umozni jeho okamzitou detekci.

Amplifikované sekvence DNA vzniklé PCR reakci jsou oznaceny antigenem digoxigeninem
(DIG) a je k nim pfipojena sonda obsahujici biotin. Takhle pfipravena smés je umistnéna do
mikrotitratnych desti¢ek a nasleduje proplachnuti mirnym detergentem. Sonda umoziuje
zachyceni sekvenci DNA na sténé desticky, diky interakci mezi biotinem zsondy a
streptavidinem, ktery se nachazi na povrchu stény desti¢ky, diky tomu sekvence DNA nejsou
odplaveny detergentem. Pak se do smé&si piida anti-DIG protilatka, ktera se navaze na antigen
DIG. Nenavazané protilatky se odplavi detergentem. Soucasti protilatky je pfikonjugovany
enzym, na ktery se v dalSim kroku navéaze kolorimetricky substrat. Navazany substrat zméni
barvu a je ho mozné méfit spektrofotometricky. [29, 30]

2.3.2.4 Agarozova gelova elektroforéza

Agarozova gelova elektroforéza je jednou z metod detekce produkti PCR. Elektroforéza
umoziuje rozdélit fragmenty DNA podle velikosti.

Smés fragmenti je nanesena do Zlabki na jednom konci gelu, ve kterém je mikroskopicka sit’
port, a cely gel je umistén do elektrického pole. DNA se pohybuje smérem ke kladné
elektrodé, diky svému negativnimu néaboji, ktery je zplisoben piitomnosti fosfore¢né skupiny.
Dlouh¢ useky DNA se pohybuji pomaleji, protoze jsou gelem déle zadrZzovany. Po né€kolika
hodinach jsou jednotlivé fragmenty separovany napfi¢ gelem. Velikost fet€ézce DNA zjistime
jeho porovnanim se standardnim febiickem.

DNA na agarozovém gelu neni mozné vidét. Je nutné DNA obarvit nebo oznacit. Jednou
Z metod je smichani DNA s latkou, kterd po navdzani na DNA fluoreskuje v ultrafialovém
svétle. Takovou latkou je naptiklad ethidium bromid. Dal§i mozn4d metoda je radioaktivni
znaceni nukleotidu pied elektroforézou a autoradiograficka detekce. [17, 31]

16



3 Cil prace

Teoretickd cast bakalaiské prace pojednava o autenticité¢ potravinovych vyrobka a metodach
jejiho stanoveni. Cilem praktické ¢asti bakalaiské prace bylo zvladnuti izolace DNA v kvalité
pro PCR z potravinaiského vyrobku (ke¢upu) a nasledné¢ DNA amplifikovat v PCR s primery
specifickymi pro rostlinnou DNA. Jako kontrola byly pro analyzu pouZity semena a stonek
rajcete.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Material

4.1.1 Material rostlinného piivodu pouzity na analyzu

Rajcata: semena z rajcete, stonek rajcete

Kecup: Hellmann's jemny [SloZeni: voda, rajcatovy protlak (151 g rajéat na 100 g kecupu),
cukr ocet modifikovany kukufi¢ny $krob, jedla sil, suSena zelenina (cibule, ¢esnek), koteni]
Kecup je zobrazen na Obrazku 3. Materiél byl zakoupen v komer¢ni siti.

HELLMANN'

EST.1913

Obrazek 3: Rajcatovy potravindrsky vyrobek pouzity na analyzu [32]

4.1.2 Roztoky pro homogenizaci vzorku
e 15% CTAB pufr (1g CTAB; 10 ml 0,5 M Tris; pH 8,0; 16 ml 5 M NaCl; 2ml 0,5 M
EDTA, 42 ml vody)
o Merkaptoethanol (0,2%)
Chloroform — oktanol (24:1)

1.3 Roztoky pro isolaci a purifikaci DNA
5 M NaCl (chlorid sodny)
40% PEG
Ethanol (70%)
TE (Tris— EDTA) pufr
Ethanol (96%)
3 M octan sodny

o o o 0o 0 o
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4.

1.4 Magnetické nosice

Pro izolaci DNA z raj¢atovych potravinaiskych vyrobku, které jsou uvedeny v kapitole 4.1.1,
byly pouzity magnetické nosice P(HEMA-co-GMA) — poly(2-hydroxyetylmetakrylat-co-
glycidylmetakrylat o priméru 1,8 um funkcionalizované COOH skupinou (Ing. D. Hordk,
CSc, UMCHAV CR, Praha).

4.

4.

4.

4.

1.5 Roztoky pro agarozovou gelovou elektroforézu
TBE (Tris — borat — EDTA) pufr (0,5% koncentrovany)

0,5%x koncentrovany pufr byl pfipraven desetindsobnym ziedénim piedpiipravené¢ho
5% koncentrovaného TBE pufru. 100 ml 5x koncentrovaného TBE pufru bylo
doplnéno do litru destilovanou vodou.

Agarozovy gel (1,5 %)

1,5 g agardzy bylo za zvysSené teploty, prostfednictvim mikrovinné trouby, rozvaieno
ve 100 ml 0,5% koncentrovaného TBE pufru.

Barvivo Midori Green
EtBr (ethidium bromid)

Barvici lazefi 0,5 pg - ml™ byla piipravena piidanim 20 pl EtBr do 500 ml destilované
vody.

1.6 Komponenty pro PCR

PCR ultra H,O (Top — Bio)

pufr 10 x LA PCR kompletni (Top — Bio)

smés ANTP (10 mM) (Top — Bio)

primery pro amplifikaci 700 bp: 18 S for (10 pmol/ul), 5,8 S rev (10 pmol/ul)
primery pro amplifikaci 200 bp: 26 S for (10 pmol/ul), 26 S rev (10 pmol/ul)
LA Tag DNA polymeraza (5 U/ul) (Top — Bio)

1.7 Pristroje a pomicky

mini inkubator (Labnet)

spektrofotometr Nanodrop 2000/2000C

zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet)
magneticka jehla (Némecek)

centrifuga MiniSpin (Eppendorf)

centrifuga MINI (Labnet)

thermo cykler (BIOER Technology)

UV transluminator TVR — 312A (Spectroline)
béZné laboratorni sklo, pomticky a material
exikator

automatické pipety 1000 pl, 200 pl, 20 ul, 10 pl

2 Metody

2.1 Priprava homogenitu bunék z rajcete a keCupu

Ctyii krat bylo navazeno asi 100 mg semen z rajcete do eppendorfovych zkumavek o
objemu 1,5 ml.

Ctyii krat bylo navazeno asi 100 mg stonky z rajéete do eppendorfovych zkumavek o
objemu 1,5 ml.
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Postupné bylo navazeno rizné mnozstvi kecupu do eppendorfovych zkumavek o objemu
1,5 ml.

Navazky byly smichany s 500 ul 1,5% CTAB pufru a 1 ul 0,2% merkaptoethanolu.

Za stalého chlazeni byla provedena homogenizace pomoci plastového kopistu

Takto piipravena smés se inkubovala pii 60 °C po dobu 30 minut

Nasledné bylo ke vzorku ptidano 500 ul chloroform — oktanolu a smés byla centrifugovana
na 14 500 otacek po dobu 10 minut.

Poté byla do ¢istych eppendorfovych zkumavek pievedena nejvrchnéjsi vrstva obsahujici
DNA

4.2.2 lzolace DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci magnetickych ¢astic s vyuzitim magnetického
separatoru a magnetické jehly. Separacni smés pro izolaci DNA byla namichana podle
Tabulky 1.

Tabulka 1: Slozeni smési na izolaci DNA pomoci magnetickych castic

Krok Slozka Objem (ul)
1 5 M NaCl 200
2 homogenat 150
3 40 % PEG 100
4 magnetické castice (2 mg/ml) 50
Celkove 500

Takhle ptipravenou smes promichdme a inkubujeme 15 minut pii laboratorni teploté

4.2.2.1 Magneticky separator

Smés pfipravena podle Tabulky 1 se umisti do magnetického separatoru a nechd se
separovat 15 minut

Poté odebereme supernant, k vzorku se ptida 500 pl ethanolu a po promichani se necha
opét separovat

Po 2 minutach se ethanol odpipetuje a vzorek se jesté jednou promyje tentokrat 100 pl
ethanolu

Po dalsi separaci a odpipetovani ethanolu se jeho zbytky nechaji odpafit

DNA adsorbovana na magnetickych ¢asticich se euluje do 50 ul TE pufru pii 25 °C po
dobu 15 minut

Nasledné byla za pomoci spektrofotometru zmétena koncentrace DNA

4.2.2.2 Magneticka jehla

Smés byla piipravena podle Tabulky 1 a inkubovana pti laboratorni teploté 15 minut.
Magnetické nosi¢e snavazanou DNA byly pomoci magnetické jehly zachytavany a
nasledné pievedeny do eppendorfovych zkumavek s 500 ul ethanolu.

Zachytavani magnetickych nosicu S navazanou DNA bylo provedeno ve tfech opakovanich
pro kazdy vzorek

Nasledn¢ byly eppendorfové zkumavky vlozeny do magnetického separatoru a po
odseparovani magnetickych ¢astic byl ethanol odpipetovan a jeho zbytky odpateny.

DNA byla eulovana do 50 pl TE pufru pii 25 °C po dobu 15 minut.

Nasledné¢ byla za pomoci spektrofotometru zméfena koncentrace DNA
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4.2.3 Stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci NanoDrop 2000
Po ocisténi cocky pftistroje PCR vodou byl jako blank pouzit TE pufr

Meéfilo se v programu nukleové kyseliny, v rozpéti vinovych délek 220 — 350 nm
Byly proméfeny vsechny vzorky DNA v objemu 2 pl

4.2.4 Srazeni DNA ethanolem

DNA izolovana z jednotlivych navazek kecupu s vyuzitim magnetické jehly, byly spojeny
a doplnény na objem 400 ul TE pufrem.

Ke vzorkiim DNA bylo pfidano 20 pl 3 M octanu sodného a 1 ml 96% ethanolu, ktery byl
vychlazen na -20 °C. Po kazdém piidavku byla smés promichana.

Po dobu 15 minut probihalo srazeni pti -20 °C

Smés se nasledné centrifugovala pii 14 500 ot/min po dobu 15 minut.

Po sliti supernatantu se k sedimentu ptidal 70% ethanol a smés se opét centrifugovala pfi
14 500 ot/min po dobu 10 minut.

Supernantant byl opét slit a sediment se susil v exikatoru po dobu 10 minut.

DNA byla nasledn¢ rozpusténa ve 50 pl TE pufru a skladovana pti 4 °C.

425 PCR

Smési pro PCR s primery 18 S for a 5.8 S rev byly pfipraveny dle Tabuleky 2, s primery 26

S fora 26 S rev dle Tabulky 3

Tabulka 2: Slozeni smési pro PCR s primery 18 S for a 5.8 S rev

Varianta
Komponent 1 2
V (ul) V (ul)

VVoda pro PCR 17,5 18,5
PCR pufr kompletni 25 2,5
Smés ANTP (10 mM) 1 0,5

DMSO 0,5 -
Primer 18 S for (10 pmol/ul) 1 0,5
Primer 5.8 S rev (10 pmol/ul) 1 0,5
Taq DNA polymeraza (5U/pl) 0,5 0,5
Matrice DNA 1 2,0
Celkem 25,0 25,0

Tabulka 3: Slozeni smési pro PCR s primery 26 S for a 26 S rev

Varianta
Komponent 1 2 3
V (ul) V (ul) V (ul)
\oda pro PCR 18,5 17,5 17,5a16,5

PCR pufr kompletni 25 2,5 2,5
Smés ANTP (10 mM) 0,5 1,0 0,5
Primer 26 S for (10 pmol/ul) 0,5 0,5 0,5
Primer 26 S rev (10 pmol/ul) 0,5 0,5 0,5
Taq DNA polymeraza (5 U/ul) 0,5 1,0 0,5
Matrice DNA 2,0 2,0 3a4
Celkem 25,0 25,0 25,0
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Pfi pozitivni kontrole byla jako matrice DNA pouzita DNA z rostliny Nicotiana tabacum
(2 ng/ul a 50 pg/ul) a pii negativni kontrole byla namisto matrice DNA pouzita PCR voda.

Smési pro PCR s primery 18 Sfor a 5.8 Srev bez DMSO (varianta 2) byly vlozeny do
cykléru na amplifika¢ni program ROST 700, ktery pozistava z krokti uvedenych v Tabulce 4.

Tabulka 4: Jednotlivé kroky amplifikacniho programu ROST 700

Cislo kroku Krok T (°C) t (s)
1 Zahtati 95 300
2 Denaturace DNA 95 40
3 Hybridizace primért 57 40
4 Syntéza DNA 72 80
5 Ukonceni syntézy 72 600
6 Ochlazeni 10 -

Krok 2 az 4 probiha 35 krat.

Smési pro PCR s primery 18 S for a 5.8 S rev s DMSO (varianta 1) byly vlozZeny do cykléru
na amplifika¢ni program 700RO35, ktery pozustava z krokti uvedenych v Tabulce 5.

Tabulka 5: Jednotlivé kroky amplifikacniho programu 700R035

Cislo kroku Krok T (°C) t (s)
1 Zahrati 95 600
2 Denaturace DNA 95 30
3 Hybridizace primért 52 30
4 Syntéza DNA 72 40
5 Ukonceni syntézy 72 600
6 Ochlazeni 10 -

Krok 2 az 4 probiha 35 krat.

Smési pro PCR s primery 26 Sfor a 26 Srev byly vlozeny do cykléru na amplifikacni
program 220R040, ktery pozustava z krokti uvedenych v Tabulce 5.

Tabulka 6: Jednotlivé kroky amplifikac¢niho programu 220R040

Cislo kroku Krok T (°C) t (s)
1 Zahtati 95 600
2 Denaturace DNA 95 30
3 Hybridizace primért 52 30
4 Syntéza DNA 72 40
5 Ukonceni syntézy 72 600
6 Ochlazeni 10 -

Krok 2 az 4 probiha 39 krat.

4.2.6 Detekce produkti PCR agarézovou gelovou elektroforézou
Byl pfipraveny 0,5% koncentrovany TBE pufr a 1,5 % agar6zovy gel. Pfed nalitim gelu do

elektroforetické formy s hiebinkem bylo pfidano barvivo Midori Green (1pul). Po naliti se gel
nechal 30 minut tuhnout na vodorovném povrchu.
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Na piipraveny gel byly nanaSeny produkty PCR, ke kterym bylo pfidano 5 pl nanédseciho
pufru Yellow load. Nasledné byla forma umistnéna do elektroforetické vani¢ky a zalita
0,5x koncentrovanym TBE pufrem.

Elektroforéza byla pusténa na 70 V po dobu 2,5 hodiny. Vysledky byly pozorovany na UV
transluminatoru a zdokumentovany fotograficky. Délka PCR produktt byla porovnana s DNA
standardnim 100 bp febtickem.

V nékterych ptipadech byl gel jesté dobarven v roztoku ethidium bromidu.
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4.3 Vysledky
4.3.1 lzolace DNA z rajcete

4.3.1.1 Homogenizace
DNA byla izolovana z asi 100 mg (konkrétné 110, 120, 110, 100 mg) semen rajéete a asi

100 mg (konkrétn¢ 110, 120, 110, 100 mg) stonku rajéete ve ¢tyfech opakovanich. Vzorky
byly homogenizovany v CTAB pufru s merkaptoethanolem s ptidavkem chloroformoktanolu
(4.2.1.). Rozd¢leni smési po centrifugaci muzeme vidét na Obrazku 4 a 5.

Obrazek 4: Rozdéleni vrstev homogendtu semen z rajcete po centrifugaci

vrstva s DNA

—— _ vrstva
nedistot

S chloroform - oktanolem

vrstva s DNA

———— vrstva necistot

\/L vrstva s

! chloroform - oktanolem
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Smés se rozdélila na tii vrstvy. Spodni vrstva obsahuje chloroform — oktanol a zbytky semen
a stonku, stiedni vrstva necistoty, jako napiiklad proteiny, a vrchni vrstva obsahuje DNA.
Vrchni vrstva s DNA byla odpipetovana a dale zpracovana.

4.3.1.2 Separace DNA 5
DNA byla z homogenatu izolovana pomoci magnetickych ¢astic (4.2.2). Castice S navazanou
DNA byly nasledné separovany pomoci magnetického separatoru (4.2.2.1).

4.3.1.3 Koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky (4.2.3) pro DNA izolovanou ve
ctyfech opakovanich ze semen rajCete a ze stonku rajcete. Koncentrace DNA byla métena 15
minut po eluci. Vysledky jsou uvedené v tabulce 7 a graficky znazornéné na obrazcich 6 a 7.

Tabulka 7: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolované ze
semen rajcete a ze stonku rajcete

DNA izolovana ze semen rajCete
Muavazky (9) | € (ng/ul) Azeo Azgo Aze01280 Aze01230
0,11 30,0 0,599 0,239 2,50 0,79
0,12 26,5 0,530 0,293 1,81 0,82
0,11 8,0 0,159 0,098 1,63 1,91
0,10 8,9 0,179 0,109 1,65 1,36
DNA izolovana ze stonku rajcete
Mhavazky (@) | € (ng/ul) Azeo Aazgo Az601280 Az60/230
0,11 52 0,104 0,061 1,70 -
0,12 43,3 0,866 0,468 1,85 0,55
0,11 7,9 0,157 0,094 1,68 1,95
0,10 3,5 0,071 0,041 1,71 -

Obrazek 6: Zavislost absorbance DNA ze semen rajcete na vinové délce

10mm Absorbance

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)
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Obrazek 7: Zavislost absorbance DNA ze stonku rajcete na vinové délce

10mm Absorbance

ZEIBD ZIII'D 2é0 ZSIJD 360 3; 0 3&0 3:".0
Wavelength (nm)

230 240 250

DNA byla izolovana v malé koncentraci. U semen to bylo 8,0 - 30,0 ng/ul a u stonku 3,5 —
3,3 ng/ul. DNA byla zne¢isténa.

4314 PCR
DNA izolovana ze semen a stonku rajéete byla amplifikovana s primery 5.8 S fora 18 Srev v

PCR del programu 700RO35, ktery je uveden v Tabulce 5 (4.2.5). Smés pro PCR byla
ptipravena dle Tabulky 2 varianta 1. Amplifikace byla provedena i s 10x ziedénou DNA.
Vysledky detekce produkti PCR jsou uvedeny na Obrazku 8.
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Obrazek 8:Agarozova gelova elektroforéza produktic PCR o 700 bp. Amplifikovana byla

DNA izolovana ze semen a stonku rajcete s primery 5.8S for a 18S rev

2. 5 88 5 680

8. 9. 10 MTEdZ 13" 14158 ~ 1 1819

Béh DNA Redéni | DNA (ng/PCR smés) Produkt PCR
1 pozitivni kontrola - 0,05 +++
2 negativni kontrola - - -
3 30,00 -
4 semena - 26,50 A
5 8,00 +
6 8,90 +
7 +
8 -
9 semena 10x - -
10 -
11 5,20 +
12 stonek i 43,30 ++
13 7,90 ++
14 3,50 +
15 -
ig stonek 10x - +J_r+
18 -
19 standard
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Detekce produktu je oznacena symbolem + a nedetekovany produkt symbolem -.
Intenzita detekovaného produktu je znazornéna mnozstvim daného znaku.

Produkty PCR ruzné intenzity byly detekovany po amplifikaci DNA izolované ze semen a
stonku rajcete.

4.3.2 lzolace DNA z ke¢upu

4.3.2.1 lzolace a homogenizace DNA

DNA byla izolovana z riznych navazek kec¢upu (konkrétné 0,16; 0,34; 0,52 a 0,72 g). Vzorky
byly homogenizovany v CTAB pufru s merkaptoethanolem s piidavkem chloroformoktanolu
(4.2.1.). Rozd¢leni smési po centrifugaci je uvedeno na Obrazku 9.

Obradzek 9: Rozdéleni vrstev homogendtu kecupu po centrifugaci

| i ""7 ~

'\\'.’('4 e o
ﬁ-— vrstva s DNA

\ vrstva necistot

q

chloroform - oktanolem

Smés se rozdélila na tii vrstvy. Spodni vrstva obsahuje chloroform — oktanol se zbytky
vzorku, sttedni vrstva proteiny a vrchni vrstva obsahuje DNA.

4.3.2.2 Separace DNA 5

DNA byla z homogenatu izolovana pomoci magnetickych ¢astic. Castice s navazanou DNA
byly nésledné separovany pomoci magnetického separatoru (4.2.2.1) a magnetické jehly
(4.2.2.2).

4.3.2.3 Koncentrace DNA

Koncentrace DNA Dbyla stanovena spektrofotometricky (4.2.3) pro DNA izolovanou pro
4 navazky kecupu, zv1ast’ pro DNA separovanou magnetickym separatorem a zvlast’ pro DNA
separovanou magnetickou jehlou.

4.3.2.3.1 DNA z keCupu na ¢asticich separovanych magnetickym separatorem

Koncentrace DNA izolované pomoci magnetickych mikro¢astic separovanych magnetickym
separatorem byla méfena Vv rizném cCase po eluci. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8 a
graficky zndzornéné na obréazcich 10, 11, 12.
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Tabulka 8:

Spektrofotometrické stanoveni
Z kecupu na casticich separovanych magnetickym separdtorem ve 4 opakovdnich
provedenych v rizném case po eluci

koncentrace a cistoty DNA

15 minut po eluci
m (9) ¢ (ng/ul) Azeo Azgo As0280 A60230
0,16 15,0 0,301 0,206 1,46 0,88
0,34 23,6 0,472 0,312 1,51 0,83
0,52 17,5 0,350 0,243 1,44 1,09
0,72 10,7 0,213 0,154 1,38 1,08
23 hodin po eluci
m (g) c (ng/ul) Aoeo Aogo Aoe01280 A260/230
0,16 39,0 0,779 0,569 1,37 1,00
0,34 38,7 0,775 0,567 1,37 0,99
0,52 34,5 0,690 0,503 1,37 1,01
0,72 39,7 0,795 0,585 1,36 1,09
117 hodin po eluci
m (g) c (ng/ul) Azeo Aszgo Aze01280 Aze01230
0,16 50,3 1,005 0,725 1,39 0,85
0,34 74,3 1,486 1,024 1,45 0,82
0,52 40,6 0,813 0,583 1,40 0,94
0,72 60,5 1,209 0,888 1,36 0,99

izolované

Obrazek 10: Zavislost absorbance DNA na vinové délce. Magnetické castice s DNA z
kecupu byly separovanée magnetickym separdtorem. Koncetrace DNA byla méerena 15
minut po eluci

10mm Absorbance

0.9 12 M ketup

1 M kecup
08

0.7

220 230

240 250

260 270 280

290 300

Wavelength (nm)

310

340
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Obrazek 11: Zavislost absorbance DNA na vinové délce. Magnetické castice s DNA 2
kecupu byly separované magnetickym separdtorem. Koncetrace DNA byla mérena 23
hodin po eluci

10mm Absorbance

08

06

05

04

03

02

0.1

0.0
-0.1

3 M keCup3
0.8 12 M ketup3
i M kecup3
T
o7 Y -
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)

Obrazek 12: Zavislost absorbance DNA na vinové délce. Magnetické castice s DNA z
kecupu byly separované magnetickym separdatorem. Koncetrace DNA byla mérena 117
hodin po eluci

10mm Absorbance

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 a20 320 240
Wavelength (nm)

Koncentrace DNA se zvysSovala s dobou eluce. Po dlouhodobé eluci (117 hodin) se mnozstvi
eluované DNA zvySovalo s mnozstvim navazky. DNA byla znecisténa.

4.3.2.3.2 DNA z keCupu na ¢asticich separovanych magnetickou jehlou

Koncentrace DNA izolované pomoci magnetickych mikro¢éstic separovanych magnetickou
jehlou byla méfena v rizném case po eluci. Vysledky jsou uvedeny Vv tabulce 9 a graficky
znazornéné na obrazcich 13, 14, 15.
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Tabulka 9: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cCistoty DNA izolované
Z keCupu na casticich separovanych magnetickou jehlou ve 4 opakovanich provedenych
V riizném case po eluci

15 minut po eluci
m (9) ¢ (ng/ul) Aze0 Azgo As01280 Az60/230
0,16 3,3 0,066 0,044 1,51 1,27
0,34 6,8 0,135 0,095 1,42 0,86
0,52 7,1 0,141 0,094 1,49 1,18
0,72 10,3 0,206 0,142 1,45 1,13
23 hodin po eluci
m (g) c (ng/ul) Azeo Aogo Aoe01280 A260/230
0,16 14,0 0,279 0,192 1,46 0,72
0,34 16,8 0,336 0,243 1,38 1,06
0,52 22,2 0,443 0,329 1,35 1,16
0,72 25,5 0,510 0,374 1,36 1,10
117 hodin po eluci
m (g) c (ng/ul) Azeo Aszgo Aze01280 Aze01230
0,16 9,4 0,187 0,154 1,22 0,96
0,34 21,5 0,431 0,307 1,40 0,99
0,52 27,7 0,553 0,407 1,36 1,14
0,72 27,0 0,541 0,384 1,41 1,10

Obrazek 13:Zavislost absorbance DNA na vinové délce. Magnetické castice s DNA z
kecupu byly separované magnetickou jehlou. Koncentrace DNA byla méiena 15 minut

po eluci
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Obrazek 14: Zavislost absorbance DNA na vinové délce. Magnetické castice s DNA 2
kecupu byly separované magnetickou jehlou. Koncentrace DNA byla mérena 23 hodin
po eluci
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w

0.8

0.7

0.6

0,5

0.4

03

02

0.1

0,0

0.1

3 I kecup3
2 | kecup3
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Obrazek 15: Zavislost absorbance DNA na vinové délce. Magnetické castice s DNA z
kecupu byly separované magnetickou jehlou. Koncentrace DNA byla mérena 117 hodin
po eluci

10mm Absorbance

= = = = = = = =
(] (%] S (2] =] ~ =] w

=

0.0
0,1

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340

3 | kedup 4
2 | keup 4

Wavelength (nm)

Koncentrace DNA se zvysSovala s dobou eluce. Po dlouhodobé eluci (23 a 117 hodin) se
mnozstvi eluované DNA zvySovalo s mnozstvim navazky. DNA byla znecisténa.
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4.3.2.4 Presrazeni DNA z keCupu

DNA izolovana z riznych navazek kecupu, zvlast pomoci magnetickych ¢astic separovanych
magnetickym separatorem a magnetickou jehlou, byla spojena do jedné zkumavky a
precisténa srazenim ethanolem (4.2.4).

Zméfena koncentrace a Cistota preCisténé DNA je uvedena v Tabulce 10 a graficky
znazornéna a Obrazku 16.

Tabulka 10: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty precistéené DNA
Z kecupu

typ separace Castic s DNA c (ng/ul) Aoeo Aogo A260/280
separator 2,1 0,042 0,024 1,73
jehla 6,3 0,126 0,131 0,96

Obrazek 16:Zavislost absorbance precisténé DNA z kecupu na vinové délce

10mm Absorbance

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
03
0.2
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230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)

Koncentrace DNA se pfesrazenim snizila. Cistsi DNA byla izolovana s vyuzitim
magnetického separatoru (Azso/Azgo = 1,73).

4325 PCR
DNA izolovana z keCupu bez piecisténi a s precisténim byla amplifikovana v PCR s dvéma
sadami primert.

4.3.2.5.1 Detekce produktii PCR o velikosti 700 bp

DNA izolovand z ruznych navazek keCupu byla amplifikovand v PCR dle programu
ROST700, ktery je uveden v Tabulce 4 (4.2.5). Smés pro PCR byla ptipravena dle Tabulky 2
varianta 2. Vysledky detekce PCR produktt jsou uvedeny na Obrazku 17.
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Obrazek 17: Agarozova gelovad elektroforéza produktic PCR (700 bp). Amplifikovana
Magnetické Ccdstice byly

byla DNA

separovany magnetickou jehlou a magnetickym separatorem.

izolovand z kecupu magnetickymi casticemi.

Béh DNA/ Redéni | DNA (ng/PCR smés) | Produkt PCR
separace magnetickych Castic

1 1,88 -
: jehla 10 g:gg :
4 5,40 -
5 standard

6 jehla 10x 1,88 -
7 10,06 -
g separator 10x 184:'1826 -
10 12,10 -
11 pozitivni kontrola - 2,00 +++
12 negativni kontrola - - -

Detekce produktu je oznacena symbolem + a nedetekovany produkt symbolem -.
Intenzita detekovaného produktu je zndzornéna mnozstvim daného znaku.

Agarozovou gelovou elektroforézou nebyly detekovany produkty PCR, pravdépodobné z
divodu degradage DNA kecupu. Vyjimkou byla pozitivni kontrola.
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4.3.2.5.2 Detekce produkti PCR o velikosti 200 bp

DNA izolovana z riznych navazek keCupu byla amplifikovana v PCR dle programu
220R0O40, ktery je uveden v Tabulce 6 (4.2.5). Smés pro PCR byla ptipravena dle Tabulky 3
varianta 1. Vysledky detekce PCR produkti jsou uvedeny na Obrazku 18.

Obrazek 18: Agarozova gelovad elektroforéza produktic PCR (200 bp). Amplifikovana
byla DNA izolovand z kecupu magnetickymi Ccdsticemi. Magnetické Ccastice byly
separovany magnetickou jehlou a magnetickym separatorem.

Béh DNA/ P Redéni | DNA (ng/PCR smés) | Produkt PCR
separace magnetickych Castic
1 1,88 -
é jehla 10x g:gg .
4 5,40 +
5 standard
6 10,06 -
; separator 10x 18A: ’1826 :
9 12,10 -
10 pozitivni kontrola - 2,00 +++
11 negativni kontrola - - -
12 negativni kontrola - - -

Detekce produktu je oznacena symbolem + a nedetekovany produkt symbolem -.
Intenzita detekovaného produktu je znazornéna mnozstvim daného znaku.

Agarozovou gelovou elektroforezou byly detekovany slabé produkty PCR, po amplifikaci
DNA na magnetickych ¢asticich separovanych magnetickou jehlou. Pro docileni intenzivnejsi
detekce produkti PCR byla PCR smés optimalizovana.
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4.3.2.5.2.1 Optimalizace PCR smési 1

DNA izolovand z riznych navdzek keCupu byla amplifikovand v PCR dle programu
220R040, ktery je uveden v Tabulce 6 (4.2.5). Smés pro PCR byla piipravena dle Tabulky 3
varianta 2. Byla upravena mnozstvi jednotlivych komponent PCR smési. Vysledky detekce
produktti PCR jsou uvedeny na Obréazku 19.

Obrazek 19: Agarozova gelovad elektroforéza produktic PCR (200 bp). Amplifikovana
byla DNA izolovana z kecupu magnetickymi casticemi. Magnetické Ccastice byly
separovany magnetickou jehlou a magnetickym separdtorem.

B¢h DNA/ Redéni | DNA (ng/PCR smés) | Produkt PCR
separace magnetickych Castic

1 10,06 -
g separator 10x 184: ;L826 :
4 12,10 -
5 standard

6 1,88 -
! jehla 10x g:gg -
9 5,40 -
10 pozitivni kontrola - 2,00 ++
11 negativni kontrola - - -
12 negativni kontrola - - -

Detekce produktu je oznacena symbolem + a nedetekovany produkt symbolem -.
Intenzita detekovaného produktu je zndazornéna mnozstvim daného znaku.

Agarozovou gelovou elektroforezou byl slabé detekovan produkt PCR po amplifikaci DNA
izolované magnetickymi ¢asticemi separovymi magnetickou jehlou.

4.3.2.5.2.2 Optimalizace PCR smési 2
DNA izolovana z riznych navazek keCupu byla amplifikovana v PCR dle programu
220R040, ktery je uveden v Tabulce 6 (4.2.5). Smés pro PCR byla piipravena dle Tabulky 3
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varianta 3. Byla upravena mnozstvi jednotlivych komponent PCR smési. Amplifikace byla
provedena pouze pro DNA na magnetickych ¢asticich separovanou magnetickou jehlou.
Vysledky detekce produkti PCR jsou uvedeny na Obrazku 20.

Obrazek 20: Agarozova gelovad elektroforéza produkti PCR (200 bp). Amplifikovdna
byla DNA izolovana z Kecupu magnetickymi casticemi. Magnetické Ccastice byly
separovany magnetickou jehlou.

Béh DNA/© | Redeni | DNA (ng/PCR smés) | Produkt PCR
separace magnetickych Castic

1 . 3,76 -

5 jehla 10x 6.45 -

3 standard

4 . 11,08 +

s jehla 10x 8.10 n

6 pozitivni kontrola 2,00 +++

7 negativni kontrola - -

Detekce produktu je oznacena symbolem + a nedetekovany produkt symbolem -.
Intenzita detekovaného produktu je znazornéna mnozZstvim daného znaku.

Agarozovou gelovou elektroforezou byl slabé detekovan produkt PCR po amplifikaci DNA
izolovana magnetickymi ¢asticemi separovanymi magnetickou jehlou.

4.3.2.5.3 Piesrazena DNA

Piesrazena DNA z keCupu byla amplifikovana v PCR dle programi ROST700 a 220R040,
které jsou uvedeny v Tabulce 5 a Tabulce 6 (4.2.5). Smés pro PCR amplifikovanou
programem ROST700 byla piipravena dle Tabulky 2 varianta 2. Smés pro PCR
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amplifikovanou programem 220R040 byla ptipravena dle Tabulky 3 varianta 1. Vysledky
detekce PCR produkti jsou uvedeny na Obrazku 21.

Obrazek 21: Agarozova gelova elektroforéza produkti PCR o velikosti 700 bp a 200 bp.

DNA byla

S IO B ()l

12 13 14 15 16

17 18 19 20

izolovanda z kecupu a ptecisténa ethanolem. Magnetické Ccastice byly
separovany magnetickou jehlou a magnetickym separatorem.

21

Beh DNA/ Redeni DNA Velikost PCR | Produkt
separace magnetickych ¢astic (ng/PCR smgs) | produktii (bp) PCR

1 pozitivni kontrola +
2 pozitivni kontrola i 2 200 +
3 negativni kontrola - - 200 -
g separator - 42 200 :
? separator 10x - 200 :
g jehla - 12,6 200 :
10 . -
11 jehla 10x - 200 -
12 standard

13 separator - 4,2 700 -
14 P ! -
15 , -
16 separator 10x - 700 -
17 . -
18 jehla - 12,6 700 -
19 . -
20 jehla 10x - 700 .
21 pozitivni kontrola i 9 700 ++
22 pozitivni kontrola ++
23 negativni kontrola - - 700 -
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Detekce produktu je oznacena symbolem + a nedetekovany produkt symbolem -.
Intenzita detekovaného produktu je znazornéna mnozstvim daného znaku.

Agarozovou gelovou elektroforezou nebyly detekovany produkty PCR po amplifikaci
presrazené DNA izolované z keCupu (s 1 vyjimkou). Detegovany byly amplikony pozitivni
kontroly. Metodu je potieba dale optimalizovat.

4.4 Diskuze

4.4.1 lzolace DNA z rajcete a rajc¢atového vyrobku

Jako vzorek nam slouzil plod rajcete, konkrétné semena ze stfedu plodu a zeleny stonek
rajéete. Dale byl analyzovan komeréni keGup Hellmann’s. Vzorky byly homogenizovany
pomoci CTAB pufru a nasledné byla DNA izolovana pomoci magnetickych ¢astic P(HEMA-
co-GMA). Tato metoda izolace DNA byla jiz diive ukazana jako vhodna pro izolaci DNA
Vv kvalité pro PCR.

Castice snavazanou DNA byly od zbytku smési odseparovany bud’ magnetickym
separatorem nebo magnetickou jehlou. Timto krokem jsme se zbavili ptipadnych inhibitord
PCR, které zlistaly ve smé&si. Separace magnetickym separatorem je na obsluhu jednodussi,
avsak tim, Ze magnetické¢ Castice s navazanou DNA zlstavaji ve stejné eppendorfové
zkumavce miize byt DNA vice kontaminovana, protoze inhibitory miizou ulpét na sténé
zkumavky.

DNA ptenaseny na Spicce jehly do druhé eppendorfové zkumavky mizeme dosahnout vétsi
Cistoty. Bohuzel v tomhle kroku dochézi i k ztratim DNA, protoze je obtizné pienést vSechny
magnetické castice s DNA do nové zkumavky.

4.4.2 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace byla méfena spektrofotometricky pfi vinové délce 230 - 320 nm. DNA absorbuje
pfi 260 nm, proteiny pii 280 nm, polyfenoly a polysacharidy pti 230 nm, proto na zakladé
poméra absorbanci 260/280 a 260/230 miizeme urcit ¢istotu DNA. Pokud mdme cistou DNA,
tak pomér absorbanci 260/280 je 1,8 a pomér absorbanci 260/230 je vétsi jako 1.

Nejvic DNA jak ze semen, tak ze stonku rajéete bylo izolované z navazky 0,12g. Tato
navazka byla taky nejvhodné&jsi pro amplifikaci v PCR. DNA je kontaminovana proteiny a
dale polysacharidy a polyfenoly, avsak byla izolovana v dostatecném mnozstvi pro PCR.
Koncentrace DNA izolované ze stonku rajéete je témét dvojnasobna, jako je to v ptipadé
semen z plodu rajcete.

DNA zkeCupu izolovand pomoci magnetickych ¢astic separovanych magnetickym
separatorem byla izolovand v dostateéném mnozstvi ze vSech navazek. Nejvhodnéjsi pro
amplifikaci byla navazka 0,34 g. DNA byla izolovand v nejvétSim mnozstvi. Pomér Aeo/280
byl nejvétsi (1,45) a pomeér Agsopso byl dostacujici (0,82). V disledku vysoké koncentrace
bylo moZzné DNA natedit. Lze piredpokladat, ze zdrovent s DNA se fedili 1 inhibitory PCR.
DNA z kecupu izolovana pomoci magnetickych castic separovanych magnetickou jehlou byla
ze vsSech navézek izolovana v dostatecném mnozstvi. Nejvhodngjsi pro amplifikaci byla
navazka 0,72 g. DNA byla izolovana v nejvétsSim mnozstvi. Pomér Azgorso (1,41) @ Azso/230
(1,10) byl nejvétsi ze vSech navazek.

Koncentrace DNA izolované pomoci magnetickych ¢astic separovanych magnetickou jehlou
byla nizs8i nez v pfipad¢ magnetického separatoru a pravdépodobné méné znecisténa proteiny
a polyfenoly, protoze se 1épe amplifikovala v PCR

Koncentrace byla méfena v rizném &ase eluce. Cim déle byla DNA eluovana, tim vétsi
koncentrace byla namétena. Doba 15 minut je vSak dostacujici.
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Koncentrace piecisténé DNA byla velmi nizka a jeji Cistota se nezlepsila ani v piipadé ¢astic
separovanych magnetickym separatorem ani ¢astic separovanych magnetickou jehlou.

4.4.3 Amplifikace v PCR

DNA byla amplifikovana dvéma sadami primerd 5.8 S for a 18 S rev (pro 700 bp) a 26 S for a
26 S rev (pro 200 bp). Produkty PCR byly nasledné detekovany agarézovou gelovou
elektroforézou.

4.43.1 Rajce

DNA byla izolovana z rajcete a amplifikovana podle programu 700RO35. Produkty PCR byly
podrobeny elektroforéze (Obrazek 16).

DNA izolovana z prvni navazky semen se neamplifikovala, z ¢ehoz usuzujeme, ze vzorek
DNA je znecistén. Deset krat ziedéna DNA (béh 8) po amplifikaci poskytla slaby pozitivni
produkt PCR. DNA izolovana z druhé navazky semen poskytla po amplifikaci produkt PCR,
ktery byl detekovan. Jako deset krat ziedéna DNA (b¢h 9) se neamplifikovala. DNA
izolovana z navazek semen 3 a 4 se slab¢ amplifikovala a kvuli nizké koncentraci nebyly
detekovany produkty PCR deset krat ziedéné DNA (b¢h 10, 11).

DNA izolovanad z prvni a ¢tvrté navazky stonku rajéete se amplifikovala a byl detekovan
slaby produkt PCR, pravdépodobné z duvodu zneéisténi. DNA izolovana z druhé a teti
navazky stonku rajcete se amplifikovala a byl detekovan pomérné intenzivni produkt PCR. Po
amplifikaci 10x zfedéné DNA nebyly detekovany produkty PCR, protoZe koncentrace DNA
byla nizka. Vyjimkou byla pouze DNA izolovana z druhé navazky stonku rajcete, protoze jeji
koncentrace byla vyssi.

4432 Kecup

DNA izolovana z keCupu, ktera byla amplifikovana dle programu ROST700, neposkytla PCR
produkt, ktery by mohl byt detekovan, pravdépodobné z diivodu degradace DNA v dasledku
tepelného zpracovani kec¢upu. Z tohoto diivodu jsme se pokusili o amplifikaci kratSiho tiseku
DNA 200 bp. DNA byla amplifikovana dle programu 220R040 a rizném slozeni PCR smési.
Vysledek elektroforézy pii prvnim sloZzeni smési je zobrazen na Obrazku 18. Zde byly velmi
slabé detekovany produkty PCR po amplifikaci DNA izolované pomoci magnetickych ¢astic
separovanych magnetickou jehlou (navazky 2, 3 a 4). Produkt PCR po amplifikaci DNA z
navazky 1 nebyl detekovan pravdépodobné z divodu nizké koncentrace. DNA izolovana
pomoci magnetickych Castic separovanych magnetickym separatorem se neamplifikovala,
pravdépodobné kvuli znecisténi a degradaci DNA.

PCR smés byla nasledné upravena dva krat a vysledky elektroforézy produkti PCR mtzeme
vidét na Obrazcich 19 a 20. Uprava smési nebyla velmi vhodn4, protoze pozadovany produkt
PCR nebyl detekovan intenzivnéji, jako bylo zamysleno, pravé naopak, nebyl detekovan
témet viibec.

Precisténi DNA taktéZ nebylo feSenim naseho problému. Je potieba dale optimalizovat izolaci
DNA, ptipadné¢ smés pro PCR a podminky amplifikace, aby bylo mozné detekovat
pozadovany produkt PCR.

PCR je technika velmi citlivda na inhibitory, proto je jeji zvladnuti narocné. Pifi DNA
izolované piimo z rajcete jsme obdrzeli uspokojivé vysledky. Pii DNA izolované z kecupu
byly vysledky neuspokojivé. Vyrobni proces keCupu obsahuje zahtati, co zpiisobilo degradaci
DNA, kterou je ted” velmi narocné detekovat. Bylo provedeno n¢kolik pokusi detekce
produkt PCR, pfi kterych se ménilo sloZeni PCR smési avSak ani jeden z pokusti nebyl
uspé&sny. Je potieba vice prostoru a dalsi optimalizace pro dosahnuti uspokojivych vysledk.
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S5 Zavér

V teoretické ¢asti bylo pojednano o autenticité potravin a vyuziti PCR k jejich stanoveni.
Cilem praktické casti prace bylo zvladnout izolaci DNA v ¢istoté pro PCR a jeji naslednou
amplifikaci v PCR sprimery specifickymi pro rostlinnou rDNA. Byla porovnana
amplifikovatelnost DNA izolované z vyrobku pomoci magnetickych ¢astic separovanych
jehlou a separatorem.

Agarozovou gelovou elektroforézou byly detekovany produkty PCR po amplifikaci DNA
izolované zkeCupu pomoci magnetickych Ccastic separovanych jehlou na rozdil od
magnetického separatoru. Byly detegovany produkty PCR délky 200 bp a to jen v nékterych
ptipadech, pravdépodobné z divodu degradace DNA. Metodu je potieba dale optimalizovat.
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