VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

TESTOVANI PRIMERU PRO REAL-TIME PCR-HRM
ANALYZU AUTENTICITY JEDNODRUHOVYCH
OVOCNYCH VYROBKU

TESTING OF PRIMERS FOR REAL-TIME PCR-HRM ANALYSIS OF FRUIT PRODUCTS CONTAINING ONE
FRUIT SPECIES

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Barbora Bohacova
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Lenka Fialova, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2024



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani bakalarské prace

Cislo prace: FCH-BAK1791/2022 Akademicky rok: 2023/24
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii
Studentka: Barbora Bohacova

Studijni program: Chemie a technologie potravin
Studijni obor: Biochemicka technologie

Vedouci prace: Ing. Lenka Fialova, Ph.D.

Nazev bakalarské prace:
Testovani primer( pro real-time PCR—HRM analyzu autenticity jednodruhovych ovocnych vyrobku

Zadani bakalarské prace:

1. Literararni reSerSe (lzolace DNA, principy real-time PCR a vysokorozliSovaci analyzy kfivek
tani)

2. Priprava modelovych jednodruhovych vyrobkd zvybraného druhu ovoce, a vyrobki
s nahrazenim ¢asti ptivodni slozky jinym druhem ovoce

3. lzolace DNA z modelovych vyrobk( a jeji charakterizace pomoci real-time PCR-HRM
s vyuzitim rdznych primer(

4. Vyhodnoceni a diskuse vysledki

Termin odevzdani bakalarské prace: 20.5.2024:
Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplarl na sekretariat Ustavu.
Toto zadani je soucasti bakalarské prace.

Barbora Bohacova Ing. Lenka Fialova, Ph.D. prof. RNDr. lvana Marova, CSc.
studentka vedouci prace vedouci Uustavu
V Brné dne 1.2.2024 prof. Ing. Michal Vesely, CSc.
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uc€eni technické v Brné / Purkyriova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Stanoveni autenticity ovocnych vyrobki, u kterych Casto dochézi k falSovani nahradou casti
drazsiho ovocného druhu levnéj$im, avSak druhové podobnym ovocem, je aktudlnim tématem
potravinaiského primyslu. Ukazkovym ptikladem je fedéni vyrobkli z merunék broskvovym
pyré. Tato prace se zabyva testovanim specifickych primert AGS18 a PdCass pro odhaleni
skute¢ného podilu meruiikové slozky v modelovych vyrobcich ve smési pravé s broskvovym
pyré pomoci PCR analyzy nasledované HRM analyzou.

Testovani téchto primeri pro stanoveni autenticity odhalilo malou vyuzitelnost primeri
AGS18 z divodu tvorby malého nebo zaddného mnozstvi specifickych produkti pfi reakcich
s ovocnou DNA. Primery PdCass vyzadovaly optimalizaci podminek PCR, avsak poté s nimi
bylo mozné amplifikovat specifické sekvence DNA z ovocnych listi v dostate¢ném mnozstvi.

PCR analyza DNA z modelovych vyrobkt s primery PdCass poskytla specifické produkty
Vv piipad¢ vzorkid s obsahem meruiiky 70 % a mén¢é. HRM analyzou vzorkl ani vypoctem GCP
nebylo mozné odlisit pyré s 0%, 10% a 30% obsahem meruiiky. Pyré s 50% a 70% podilem
merunky poskytly kiivky tani vyrazné odlisné od ostatnich vzork.

ABSTRACT

Determining the authenticity of fruit products, which are often counterfeited by substituting
part of a more expensive fruit with a cheaper but botanically similar fruit, is a current topic
in the food industry. A prime example is the dilution of apricot products with peach puree.
This study focuses on testing specific primers AGS18 and PdCass to reveal the true proportion
of apricot content in model products mixed with peach puree using PCR analysis followed
by HRM analysis.

Testing of these primers for authenticity determination revealed limited utility of AGS18
primers due to the formation of small amount or no specific products during reactions with fruit
DNA. PdCass primers required PCR condition optimization, but subsequently, specific DNA
sequences from fruit leaves could be amplified in sufficient quantities.

PCR analysis of DNA from model products with PdCass primers provided specific products
in samples with apricot content of 70% or less. HRM analysis of samples and calculation
of GCP did not distinguish purees with 0%, 10%, and 30% apricot content. However, purees
with 50% and 70% apricot content exhibited significantly different melting curves compared
to other samples.

KLICOVA SLOVA

broskev, meruiika, pyré, autenticita, polymerazova fetézova reakce, PCR, vysokorozliSovaci
analyza kiivek tani, HRM, skoére podobnosti, GCP
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1 UVOD

V dnesnim dynamickém a neustale se vyvijejicim svété potravinaistvi se soucasné objevuji
inové vyzvy spojené s falSovanim potravin. S narlstajicim globalnim obchodem
a komplexnimi dodavatelskymi fetézci vstupuje do poptedi potieba uc¢inného monitorovani
potravinaiskych produkti, aby bylo mozné identifikovat jejich pravé slozeni a ptivod. V této
sféte hraje rozbor autenticity potravin klicovou roli, a to z hlediska ochrany spotiebiteld
pred podvody a zajisténi kvality potravinovych produktii na trhu.

Mezi nejnovéjsi technologické néstroje, které umoznuji rychlou a citlivou analyzu
genetického materidlu, patfi metoda real-time PCR-HRM (Polymerase Chain Reaction-High
Resolution Melting). Tato technika kombinuje polymerazovou fetézovou reakci (PCR)
s vysokorozliSovaci analyzou kiivek tani (HRM), coz umoznuje nejen detekci specifickych
genovych sekvenci, ale také jejich detailni charakterizaci. V ramci urceni autenticity potravin
se tato metoda stala kliCovym nastrojem pro identifikaci a kvantifikaci genetickych odchylek
mezi jednotlivymi druhy potravinaiskych produkti.

Tato bakaldiska prace se zaméiuje na testovani primera (oligonukleotidovych sekvenci
pouzivanych pro amplifikaci konkrétnich genovych oblasti béhem PCR analyzy) s rodovou
specifitou. Primery jsou zasadnim prvkem této metody, a jejich spravny vybér ma klicovy vliv
na citlivost, specificitu a spolehlivost detekce genetickych markerti jednotlivych druhi
potravin.

Cilem této prace je systematicky hodnotit a porovnavat ucinnost vybranych primera
pfi analyze autenticity jednodruhovych ovocnych vyrobkti a zkoumat jejich schopnost rozlisit
skute¢n¢ jednodruhovy vyrobek od vyrobku s pfidanou levné;jsi rostlinnou sloZkou.

V kontextu rostouciho zdjmu o bezpeCnost potravin a zvySujici se riziko falSovani
potravinaiskych vyrobki, ma tato prace potencial piinést praktické piinosy pro potravinarsky
primysl, regulacni organy a spotiebitele, ktefi se spoléhaji na spravnost a kvalitu potravin
V dnesni globalizované spolecnosti.



2 TEOTERICKA CAST

2.1 Rod Prunus

Oficialné spada rod Prunus do fadu Rosales (rizotvaré), celedi Rosaceae (rizovité) [1].
Na zaklad¢ genetického vyzkumu, realizovaného v r. 2013, byly v této Celedi rozeznany tfi
rizné rody. Jednase o nasledujici: rod Padus (sttemcha), rod Cerasus (mahalebka) arod Prunus
(slivon), pficemz pravé rod Prunus je z uvedenych nejvyznamnéjsi [2; 3; 4].

Fylogeneze tohoto rodu nasvédcuje, ze v ¢ase doslo ke zrodu sedmi sekei: sekce Amygdalus,
sekce Armeniaca (merunika), sekce Emplectocladus, sekce Microcerasus, sekce Persica
(broskvon), sekce Prunocerasus a sekce Prunus [2; 5].

Tento rod v sob¢ zahrnuje asi 200 znamych druht stromi ¢i kefd, z nichz vétSina pochazi
Z mirného pasma. Z druhii vyznamnych pro ceské ovocnaistvi a sadafstvi lze konkrétné
uvést slivong, visne€, Svestky, meruiiky, tfeSn€, broskvoné, trnky ¢i mandloné. Nalezi sem vSak
i kiizenci jako $vestkovisné, mandlobroskvoné a okrasné bobkovisné [4].

Z diivodu znacné celosvétové poptavky na produkei velkého mnozstvi peckového ovoce,
je snaha vyvijet nové odrady, které budou produkovat vice ovocné masy a zaroven budou
odolngjsi stale nepfiznivé)Sim podminkdm klimatu. Pro uspé$né Slechténi novych odrid
se vyuzivaji informace o genetice jednotlivych druhti a jejich kompatibilité. Za modelovou
rostlinu byla zvolena Prunus persica, ktera disponuje jedineéné malou velikosti genomu
(265 Mb), zaroven vsak blizkou piibuznosti s ostatnimi druhy tohoto rodu [6; 7].

2.1.1 Broskvorii obecna (Prunus persica)
Broskvoné nalezi k opadavym stromim mirného az subtropického podnebného pasu [8].
Dle dochovanych zaznamii Ize jejich ptivod mapovat az do Ciny, aviak dnes se pro ovocnou
produkci péstuji hlavné ve statech jizni Evropy, v USA, Mexiku ¢i Africe [9].

Pro plody je charakteristicky kulaty tvar s plstnatou slupkou, jejiz barva se v zavislosti
na zralosti plodu méni od zluté po fialovou. Od stupné zralosti se také odviji barva a pevnost
duzniny. V blizkosti pecky se pak zpravidla duzina barvi vyrazné ¢ervené [10].

2.1.1.1 Nutricni vyznam broskvi

Cerstvé zralé plody broskvoni se vyznaduji vysokym obsahem vody (87,1 %), dale obsahem
sacharidu (8,5 %), konkrétné sacharézou (6,7 %) a glukézou (1,5 %). Dalsi ziviny ve formé
lipidui a bilkovin se nachazeji predevsim v peckach [11]. Susina je dale bohata na rozpustnou
i nerozpustnou vlakninu (28,4 g/kg) [9].

Z celkového mnozstvi mineralnich latek (4,6 g/kg susiny) v plodech dominuje draslik
(2143 mg/kg), vapnik (130 mg/kg), hotcik (106 mg/kg), bor (70 mg/kg) a zelezo (11 mg/kg).
Z vitaminu: vitamin C (66 mg/kg), kyselina listova a dalsi vitaminy skupiny B. Z bioaktivnich
latek je nejvice zastoupen B-karoten (4,3 mg/kg), obsah polyfenolt v duzniné se pohybuje
v rozmezi 400-800 mg/kg [9].

V broskvich se nachazi vysoky podil kyseliny jable¢né (3000-7700 mg/kg), kyseliny
citronové (do 2000 mg/kg) a dalsi organické kyseliny [9].

Typické broskvové aroma pak zajistuje vyskyt y-laktonti (Ce—C12) a 8-laktont (C10a Cr12).
Hlavni slou¢eninou laktonové frakce je (R)-1,4-dekanolid, pro néjZ je charakteristicka jemna
ovocna viing. Jednotlivé druhy se pak liSi obsahem monoterpenti a esterii. Vyznamnou sloZzkou
ovocné pecky je benzaldehyd [12; 13].



2.1.1.2 VyuZiti broskvi v potravindistvi

Spole¢né s nektarinkami patii broskve celosvétoveé k nejzddanéjsim druhtim ovoce. Pro své
mimofadné chut'ové vlastnosti jsou plody casto konzumovany cerstvé i ve form& ovocnych
vyrobkul. Nejvice se broskve zpracovavaji na kompoty, kdejsou piilené loupané plody nalozené
ve sladkém nalevu. Ve vyjime¢nych pfipadech se plody zamrazuji. Z piezralych
¢i poskozenych plodt se vyrabi palenka (broskvovice) [3].

2.1.2 Meruiika obecna (Prunus armeniaca)

Stejné jako u broskvoni je ptivod téchto strom@i mapovan az na tzemi dnes$ni Ciny,
odkud se pak postupné rozsitily azdo Evropy [9]. Merunka je diploidni, v&t§inou samosprasna,
pfiCemz pro opylovani jsou nutné véely [10]. Pro meruiky je charakteristicka rozlozita koruna
s opadavymi vejéitymi listy. Jesté pred olisténim stromy kvetou bilymi kvéty [8]. V Ceské
republice jsou merurniky nejcastéji péstovany v oblastech Polabi a jizni Moravy [9].

Plody jsou kulaté typicky oranzové barvy, na povrchu kratce plstnaté s postranni brazdou.
Uvnitf duzniny se naléza velka hladka pecka [5; 14].
2.1.2.1 Nutri¢ni vyznam merunék
Cerstvé zralé plody merunék se vyznaduji vysokym obsahem vody (87,4 %), dale obsahem
sacharidu (6,1 %), konkrétn¢ sachar6zou (4,4 %) a glukozou (1,9 %). Dalsi Ziviny ve formé
lipida a bilkovin se nachazeni pfedevsim v peckach [11]. Susina je dale bohata na rozpustnou
i nerozpustnou vlakninu (39,8 g/kg) a pektinové latky (9,8 g/kg) [9].

Z mineralnich latek v plodech dominuje draslik (2728 mg/kg), vapnik (164 mg/kg), hoi¢ik
(107 mg/kg) a zZelezo (7,8 mg/kg). Z vitamint: vitamin C (105 mg/kg), vitamin Bs (7,6 mg/kg),
vitamin E (5 mg/kg) a dalsi vitaminy skupiny B. Organické kyseliny jsou zde zastoupeny
z1-1,5 %, ptiCemz dominuje kyselina jable¢na a citronova. Déle se v merunikach vyskytuje
kyselina chlorogenova, chinova a jantarova. Zbioaktivnich latek je vyrazné zastoupen
B-karoten (19,8 mg/kg), dale karotenoidy ¢i bioflavonoidy. Obsah polyfenoli se pohybuje
v rozmezi 700-1000 mg/kg [9; 15].

Typické merunkové aroma tvoii kombinace celé Skaly sloucenin, nejvice jsou zastoupeny
monoterpenové uhlovodiky (limonen, myrcen, terpinolen), y- a 6- laktony (y-kaprolakton,
d-oktalakton), alkoholy a aldehydy. Merunky obsahuji i malé mnozstvi kyseliny $tavelové
(179 mg/kg), dale kyselinu 2-methylbutanovou a octovou [12; 13].
2.1.2.2 VyuZiti merunék v potravindistvi
Meruniky patii mezi nejzadanéjsi ovoce na trhu. Spotiebitelé je vyhledavaji jako Cerstvé plody
i ve form¢ vyrobki. Nejcastéji jsou plody zpracovavany na dzemy a jednoplodové marmelady
[16].

Ovocné pomazanky byvaji Casto predmétem falSovani, kdy je ¢ast meruiikové slozky
nahrazena levnéjSim ovocem. Mezi bézné praktiky lze zaradit pfidavek dyné ¢i broskvi,

u kterych je kvuli slozeni podobnému merunkam problematické jejich detekce a kvantifikace
[17; 18].



2.2 Technologie zpracovani ovoce

Ovoce a zelenina se fadi k vyznamnym slozkam zdravé vyvazené stravy. Velka rozmanitost
druhti s sebou nese i mnoho zptsobt jejich zpracovani [19]. Této problematice se vénuje Zakon
0 potravinach a tabakovych vyrobcich ¢. 110/1997, konkrétni pozadavky na konzervované
ovoce dale upravuje vyhlaska ¢. 397/2021 Sb.. Oblast potravinového prava obecné zastieSuje
nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 178/2002 [20; 21; 22].

Cerstvym ovocem se rozumi jedlé plody a semena stromii, keft a bylin, uvadéné do ob&hu
bezprosttedné po sklizni nebo po urCité dobé skladovani v syrovém stavu. Zpracovanym
ovocem jsou vyrobky, jejichz charakteristickou slozku tvofi ovoce a které byly upraveny
konzervovanim [23].

Kapitoly nize budou vénovany kompletni technologii ovocnych pyré od Cerstvého ovoce
po finalni produkt ve formé ovocného pyré (protlaku).

Ovocnym protlakem ¢i pyré je minéna potravina tidké az kaSovité konzistence
bez nepozivatelnych ¢asti rostlin, které jsou oddélovany propasirovanim nebo jinym obdobnym
procesem. Technologie vyroby téchto potravin v nezbytnych piipadech dovoluje piidani
piirodnich sladidel; vody nebo ovocné stavy ze stejného druhu ovoce. V kone¢ném produktu
by méla refraktometrickd suSina tvofit nejvyse 29 %, kyselost (obsah kyseliny citronové)
by se méla pohybovat v rozmezi 0,6-2,5 % [21].

2.2.1 Predbézné technologické operace

2.2.1.1 Sklizeni

Prvnim krokem pfi procesu zpracovani ovoce je jeho sklizeni. Nastava tehdy, kdyz plody
dosdhnou tzv. technologické zralosti, coZ je stupen zralosti, pfi kterém je docileno nejvyssi
kvality daného vyrobku. PfibliZzna zralost se poté urcuje dle rliznych parametri (znaky plodi
sledované zrakem, tvrdost duZniny, chemické slozeni ploda). V zavislosti na druhu ovoce
je pfistupovano k ruéni nebo strojové sklizni [23].

Natizeni 1221/2008/ES definuje zékladni minimalni pozadavky na jakost ovoce a zeleniny,
které musi byt celé, zdravé, bez viditelnych cizorodych latek, zbavené sktidct a déle jinak
neznehodnocené [19].

Pro vyrobu ovocnych pyré smeruiikovou a broskvovou slozkou je kvuli snadnému
znehodnoceni plodl vyzadovana jejich ru¢ni sklizenn 3 dny pred jejich plnou zralosti [23].
2.2.1.2 Skladovani
V piipad¢, ze ihned po sklizni nedojde k okamzitému zpracovani plod, je nutné jejich spravné
uskladnéni, které konkrétné definuje norma CSN ISO 2169 (463002). Pro skladovani
sklizeného ovoce se vyuzivaji Cisté prostory sregulovatelnou teplotou, fizenou relativni
vlhkosti a fizenou atmosférou. Broskve i meruiiky je potfeba skladovat pfi teplotach -0,5-1 °C
a relativni vlhkosti okolo 90 %. U broskvi by méla byt kontrolovana minimalni koncentrace O2
na?2 % a CO2na maximaln¢ 10 %. Za téchto podminek mohou byt plody skladovany 3—6 tydn.
Dilezité je vSak neustdlé odvétravani ethylenu (plynu podporujici zrani), jez zralé ovoce
ptirozené produkuje [23; 13].
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2.2.1.3 Cisteni

Béhem procesu ¢isténi by mélo dojit k odstranéni znecist'ujicich latek ze suroviny na troven
vhodnou pro dalsi zpracovani. Znecist'ujicimi latkami se v tomto kontextu obecné mini kovy
(kusy, Spony), mineralni latky (zemina), nepozivatelné Casti rostlin a zvifat (stonky, listy,
hmyz), chemikalie, mikroorganismy a dalsi produkty zemédé&lské Cinnosti [24].

Vyuzivaji se dva zplsoby ¢iSténi: suché (vzduchové separatory) a mokré, tzv. prani (pracky)
[24].

Prani je vyuzivano ve vétSiné piipadl a zahrnuje v sobé kroky pfedméaceni, vlastniho prani
a kone¢ného oplachnuti Cistou vodou. Praci voda miize pfitom obsahovat rizné detergenty
a dosahovat ruznych teplot. Pro peckové ovoce nachdzi vyuziti pracky vibra¢ni ¢i fluidni
[24; 25].
2.2.1.4 Tridéni
Ttidénim dochazi k separaci plodt dle méfitelnych vlastnosti (barva, velikost, jakost, zralost).
Dochazi tak k zajisténi pozadované kvality kone¢nych vyrobku [25].

Hlavnim sledovanym znakem u plodi urenych pro vyrobu protlaku je zralost,
jez je u peckového ovoce hodnocenadle zbarveni pecky, tvrdosti duzniny a chemického slozeni
plodu [23].
2.2.1.5 Odstranéni nepoZivatelnych cCasti
Casti rostlin nevhodné pro koneény produkt jsou oznaovany jako nepoZivatelné. Volné
necistoty jsou zpravidla odstraiovany v kroku ¢isténi (kapitola 2.2.1.3), nepozivatelné soucasti
plodu je v8ak nutné odstranit konkrétnimi metodami [24].

Nejprve se pristupuje ke kroku odstopkovani, jez ma za cil odstranéni stopky u ovoce,
které ze své povahy sklizen se stopkou vyzaduje (rybiz, tfe$n¢) [24].

Poté se provadi odpeckovani, jeZ je u mensiho ovoce realizovano vyrazenim trnem (tfe$ng),
u vétsich ploda dochazi k déleni a naslednému vyjmuti pecky (broskve, merunky) [24].

Loupanim nakonec dojde k zbaveni plodu slupky (zZadouci pro broskve). Pro tento ucel
se vyuzivaji tfi metody loupdni. Mechanické loupani vyuziva stacionarnich nozi, které zbavuji
slupky ovoce rotujici na otocném trnu (jablka), ¢i abrazivni loupani (brambory). Pfi termickém
loupani dochézi k ptisobeni zvySené teploty na tenkou vrstvu pletiva na povrchu plodu,
vyuzivaji se parni i vakuové piistupy. Chemické loupani je nejicinngjsi ze vSech metod,
zahmuje vsak praci s horkym louhem a likvidaci chemického odpadu. Na broskve se béhem
chemického loupani zpravidla aplikuje 1-5% NaOH o teplot¢ 60-70 °C po dobu 1-3 min
[24; 25].

2.2.2 Technologie vyroby ovocnych pyré
2.2.2.1 Dezintegrace
Dezintegraci je minéno rozruSeni struktury ovoce zpusobem vhodnym pro kone¢ny produkt.
Zmensenim casti plodl 1ze navic dosahnout t¢innéjsiho prestupu tepla, dosazeni pozadované
granulace a sjednoceni velikosti ¢astic [25].

Pro vyrobu ovocného protlaku je nezbytné, aby byl ovocny materidl nejprve vystaven
jednoduché dezintegraci pomoci mlynt ¢i drtic¢t. Vystupny produkt tohoto kroku je ozna¢ovan
jako duznina [24].
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2.2.2.2 Rozvireni

DuzZnina se dale zpracovava v rozvarecim kroku, kde dojde k odvzdusnéni rostlinného pletiva
a zéroven k inaktivaci enzymdi, tim dojde k navySeni doby trvanlivosti. V praxi se jedna
0 kratké povafeni diky vstiikované pafe (pfimy ohtev) ¢i vyuziti duplikatorovych kotli
(neptimy ohftev). Vystupni produkt tohoto kroku je pak oznacovan jako pulpa [24].

2.2.2.3 Protirani

Pro ziskani ovocného protlaku se nakonec povareny material pasiruje pres sadu sit v zafizenich
zvanych pasitky, téZ protéraCky. Timto zplisobem dochazi i k dodate¢nému odstranéni
nepozivatelnych ¢asti, které se nepodatilo zachytit v predeslych krocich [24].

2.2.2.4 Plnéni do obalii

V urcitych pfipadech je vhodné ptejit k plnéni produktu do oballl ihned po protirani.
V zavislosti na potraving lze vyuzit konzervy, plastové ¢i sklenéné nadoby, kartonové krabice
a dal8i. PoZzadavkiim na obaly urcené pro styk s potravinami se vénuje vyhlaSka Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1935/2004. Pfi pInéni je nutné dodrzet spravnou vsadkovou
hmotnost, kterou reguluje vyhlaska ¢. 328/2000 Sb. [25; 26; 27].

2.2.2.5 Konzervace

Cilem konzervace potravin je prodlouZeni jejich udrznosti. Toho je docileno ptfevazné diky
vypuzeni kysliku z rostlinnych pletiv, snizeni vodni aktivity, inaktivaci enzyml a usmrceni
nezadoucich mikroorganismu [23].

V otazce konzervace potravin se vyuzivaji tfi postupy: chemické oSetfeni (piidavek SO2),
zmrazeni (odnéti vody) ¢i tepelna sterilace [24].

Sterilace kyselych potravin (ovoce, okyselena zelenina), kde pH nepiekracuje hodnotu 4,0,
se provadi v rozmezi teplot 70—100 °C, a miize probihat v obalu ¢i mimo né¢j. V pftipadé sterilace
vobalu jsou cela baleni vlozena do sterilaitoru (vanovy, sprchovy). V piipadé sterilace
mimo obal prochazi material tepelnym vyménikem (trubkovy, deskovy), kde probiha samotna
sterilace a az poté je pfistoupeno k plnéni do oball. Po sterilaci je nutné nechat produkty
samovoln¢ zchladnout [23].

V kone¢né fazi je nezbytné obaly produktd ocistit, osuSit a vhodné oznalit etiketou
obsahujici vSechny nalezitosti (pfedmét vyhlasky ¢. 417/2016 Sb.) [28].

2.3 Problematika falSovani ovocnych vyrobki

FalSovani potravin je celosvétovy problém, ktery ma vazné disledky pro vefejné zdravi,
hospodafstvi a diveru spotiebitell v potravinovy prumysl. Jedna se o imyslnou manipulaci
S potravinami, ktera zahrnuje zmény v jejich slozeni, ptivodu nebo kvalité¢ s cilem ziskat
neopravnény zisk nebo zvysit jejich atraktivitu na trhu. FalSovani potravin mize mit rizné
formy, véetné ptidavani levnych nahrazek, neopravnéného oznacovani, upravovani expira¢nich
dat nebo pfidavani nebezpecnych latek. Mezi nejcastéjsi cile podvodnikl pro falSovani patii
také ovocné vyrobky (Ciré stavy, dzusy, marmelady...), které jsou cCasto terCem nekalych
praktik kvili jejich rozsahlé spottebé a oblibé mezi spotiebiteli [29].

Nérodni 1 evropska legislativa tykajici se ochrany spotiebitele pfed falSovanim potravin
vychdzi z nafizeni (ES) €. 178/2002. Z tohoto natfizeni pak vychazi zdkony o potravinach
jednotlivych Clenskych statit EU. Bohuzel plati, ze pozadavky na kvalitu, sloZeni, ptivod a dalsi
parametry potravin nejsou Vv legislativé uvadény systematicky. Detailnéji se smérnice zamétuji
pouze na komodity, jez jsou vystaveny tlaku profesnich sdruzeni a obchodnich organizaci [30].
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Statni zeméd¢€lska a potravinaiskd inspekce (SZPI), kterd pfimo spadd pod Ministerstvo
zemédélstvi, jiz fadu let dohlizi na sledovatelnost potravin, provadi kontroly na odhaleni
falSovani, kontroly chranénych oznaceni atd. SZPI kontroluje, v ramci stanovenych
kompetenci, zeméd¢€lské vyrobky, potraviny nebo tabidkové vyrobky, a rovnéz predméty
a materialy pfichdzejici dostyku s potravinami. Diky vySe uvedenym kompetencim predstavuje
potravinarska inspekce dulezity statni organ v otazce bezpecnosti potravin na ¢eském trhu [31].

I pfes veskerou snahu odbornikii 0 zamezeni moznosti falSovani rostlinnych produkta byla
Vv minulosti jiz nékolikrat vefejnost vystavena vlivu podvodnikl. K nejznaméjSim podvodim
patii napf. umélé vraceni aromat do ovocnych §tav vyrobenych z ovocnych koncentrati,
nahrazovani draz$i ovocné slozky v ovocnych pomazankach levnéj$Sim ovocem, fedéni
produkt vodou nebo umyslné zatajovani skuteéného slozeni produktu [29].

Problematiku klamani spotiebitelii a falSovani potravin popisuje zdkon €. 634/1992 Sb.,
ktery mimo jiné tikd, Ze nikdo nesmi uvadét nepravdivé ¢i nejasné tdaje o vlastnostech
a slozeni vyrobku [32; 33].

Obecné Ize vymezit tii hlavni zplisoby falSovani potravin:

e nahrada — ¢astena nebo Uplna nahrada drahé suroviny slozkou levnéjsi,
e piidavek — pfidavek adulterantu za G¢elem maskovani nizké kvality produktu,
e odstranéni — odstranéni autentické a cenné slozky [30].

Tab. 1 Zpiisoby falsovani rostlinnych vyrobkii [30]

Z?“S(fb, Podskupina Priklad
falSovani
pridavek ¢i fedéni levnéjsi nahrada ¢asti jahodového pyré jablecnou slozkou
slozkou [32]
nepravdivé oznaceni néhrada italského olivového oleje $panélskym
geografického plivodu
nepravdivé oznaceni nahrada psenice tvrdé (Triticum durum) psenici
nahrada | botanického druhu setou (Triticum aestivum) v t&stovinach [32]
pouziti jiné nez deklarované vydavani rekonstituované §tavy z koncentratu za
technologie produkce Stavu Cerstvé lisovanou [32]
. o deklarace importované¢ho cukerného sirupu
nepravdiva deklarace piivodu ) , . . ,
i . p S citronovym aromatem jako citrusového
za ucelem sniZeni dani a cla ,
koncentratu
zlepSeni barvy barveni vyrobki z ¢erveného ovoce [32]
ptidavek | zlepSeni chuti a viiné nedeklarovana aromatizace ovocnych stav
zlep$eni struktury nadbyteény ptidavek pektind [19]
.. | odstranéni autentické a cenné | izolace kapsaicinu z papriky pro jeho dalsi
odstranéni . . . o
slozky prumyslové vyuziti

V otdzce autenticity ovocnych §t'av a dalSich vyrobkil z ovoce (dZemy, marmelady, pomazéanky,
pyré...) se Ize nejcastéji setkat s falSovanim zptisobem nahrady (Tab. 1) [30].

Z divodu riznorodé technologie zpracovani rostlinnych surovin je vSak naro¢né vypracovat
metodiku stanoveni jednotlivych rostlinnych slozek, ktera by byla aplikovatelna na vice typa
vyrobku. Pfekdzkami jsou pfedevsim rizné stupné primyslového zpracovani, rozdilné teplotni
namahani surovin po rozdilnou dobu a velka rozli¢nost ingredienci pouzivanych ve finalnich
vyrobcich, které mohou zplsobovat vzajemné zamezeni detekce béZznymi metodami [30].
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Nejbéznéjsi postup identifikace falSovani vychazi pfedevSim z analyzy vybranych kritérii,
chemickych markert, jejichz hodnoty jsou porovnavany s existujicimi databazemi. V Evropé
se nejcastéji pouziva A.I.J.N. Code of Practice Evropské asociace ovocnych st'av. Autenticky
produkt pak musi vyhovovat alespon ve vét$in€ sledovanych parametri [30].

Nejvyznamnéj$imi  markery typickymi pro posouzeni pravosti vyrobkd z ovoce
jsou: refraktometricka susina, hustota, kyseliny (jable¢na, citronova), cukry, formolové ¢islo,
popel, fosfor, draslik, hoi¢ik, sodik, vapnik, prolin [30].

Markery typické pro urcity druh ovoce jsou: sorbitol (napf. jablka, hrusky, merunky),
kyselina isocitronova (napt. jahody, pomerance, merunky), floridzin (jablka), kyselina vinna
(vinné hrozny), karotenoidy (napf. pomerance, merunky), naringin (grep), hesperidin
(pomeran¢, mandarinka), eriocitrin (citron), kyselina Sikimova (napf. mango), sachar6za,
aminokyseliny ¢i profil anthokyanut [30].

Markery pro detekci ,,maskovacich® latek jsou: sachar6za (cukr), pomér glukdza/fruktoza
(cukr), profil oligosacharidli (cukr), syntetickd barviva, konzervaéni latky, kyselina fumarova
(synteticka kyselina jable¢na) atd. [30].

Pti zavadéni specifickych markerii je nutné pocitat s jejich robustnosti. Coz je dle definice
schopnost systému zachovat si svou funk¢nost navzdory mirnému naruseni a poskytuje
informaci o jeho spolehlivosti béhem béZného pouzivani. V potravindiské praxi
se pod robustnosti markeru skryva piedstava velmi stabilniho chemického nebo fyzikalniho
parametru charakteristického pro konkrétni vyrobek ¢i naopak indikujiciho konkrétni zptisob
falSovani. Za robustni marker je povazovan parametr, ktery i pii odchylce od béZzného stavu
(netradi¢ni surovina, receptura, zména vyrobnich podminek) poskytuje spravny zaveér.
Pro posouzeni celkové robustnosti je nutné znat informace o kritickych meznich podminkéach,
pfi kterych je sledovéani konkrétniho markeru jesté vhodné a kdy je jiz vhodna kontrola jinymi
metodami [30].

Zékladni pozadavky na konkrétni marker autenticity jsou:

e nizkd piirozend variabilita jeho obsahu v surovinach,

e jedinecnost (pfitomnost pouze ve sledované slozce),

e stabilita béhem vyroby a skladovani findlniho vyrobku,

e dostupnost vhodné analytické metody a jeji spolehlivost pro kvantifikaci markeru [30].

Robustnost systému vic¢i zméndm je vhodné otestovat prostfednictvim planovanych
experimentti (DOE — design of experiments) [30].
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2.4 Laboratorni metody ovérovani autenticity potravin

Pro posuzovani autenticity potravin se vyuziva Siroka Skala laboratornich metod, pocinaje
prostymi senzorickymi testy (posouzeni chuté, vin€) az po sofistikované molekularné -
biologické techniky. Piehled nejbéznéjsich metod je podrobnéji rozepsan v Tab. 2 [29].

Tab. 2 Prehled laboratornich metod vyuzivanych pro stanoveni autenticity potravin [30]

Princip | Metoda | Technika
senzoricky
o strukturni mikroskopie
fyzikalni 1 - .
fyzikalni parametry analyza hustoty, rozpustnosti
zéakladni volumetrie, gravimetrie
chromatograficka LC, GC (+MS), TLC

UV/VIS, IR, AAS, NMR,
Ramanova spektroskopie

fyzikalné-chemicky spektroskopicka

elektromigraéni elektroforéza
izotopovy SNIF-NMR
biologicks imunologicka ELISA, LFIA
OI0gICRY molekularné-biologicka real-time PCR, PCR-HRM

K priikkazu, Ze doslo k falSovani zkoumaného produktu, je zpravidla potfebnd kombinace
nékolika technik. Jen ve vyjimecnych piipadech postacuje jedina technika. ZaleZi predevsim
na charakteru falSovani a zptuisobu jeho provedeni [29].
Odbéry vzorkll pro analyzy musi byt provadény povéfenou osobou v souladu s piislusnymi

pravidly EU. Pouzivané techniky pak musi byt charakterizovany dle nésledujicich kritérii:

e pravdivost (nejcastéji charakterizovand vytéznosti),

e vhodnost (matrice a rozsah koncentraci),

e mez detekce,

e mez stanovitelnosti,

e preciznost (opakovatelnost a reprodukovatelnost),

e selektivita,
e cCitlivost,
e linearita,

e nejistota méfeni a piipadna dalsi kritéria [19].

Dnes jiz existuje velké mnozstvi literatury popisujici metodiky o prikazech autenticity
potravin, soubor literarnich odkazl k této problematice je zpracovan napi. ve Vyzkumném
ustavu potravinaiském v Praze. Projekty na implementaci novych metod pro odhaleni falSovani
potravin dnes fesi hlavné vyzkumné instituce a specializované tstavy na vysokych skolach [32].

V kapitolach nize je vénovana pozornost nejcastéji vyuzivanym metoddm pro analyzu
potravin (chromatografické, spektralni, elektroforetické) a podrobngji pak technikam
vyuzivanym V experimentalni ¢asti prace (PCR, HRM, gelova elektroforéza).
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2.4.1 Chromatografické metody

Chromatografické metody v sobé zahrnuji velké mnozstvi riznych separacnich technik,
které jsou vSak shodné zaloZeny na rozdilné afinité délenych latek ke stacionarni (nepohyblivé)
a mobilni (pohyblivé) fazi. Mobilni fazi (MF) byva kapalina nebo plyn a podle toho se technika
nazyva kapalinova ¢i plynova chromatografie. Stacionarni faze (SF) je ulozena v kolong,
kde s ni interaguje analyt a je délen na jednotlivé slozky. Separované slozky pak ptechazi
z kolony dodetektoru, kde jsou jejich latkové vlastnosti ptevedeny na elektricky signdl. Vystup
chromatografické analyzy se zaznamenava do grafu zvaného chromatogram [34; 35].

Volbou nejriznéjsich detektorti lze stanovit Siroké mnozstvi latek od kontaminantt
a pesticidii po jednotlivé sloZky potravin (sacharidy, mastné kyseliny, aminokyseliny, vitaminy,
aromatické latky...). Metody jsou proto $iroce vyuzivany ik ovéfovani autenticity [19].
2.4.1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Piestoze byla kapalinova chromatografie vyvinuta jiz v roce 1906, technika vysokot¢inné
kapalinové chromatografie (HPLC) zapocala sviij rozvoj teprve v Sedesatych letech minulého
stoleti, kdy doslo ke zna¢nému rozvoji moderniho chemického primyslu a kdy se technika
uplatnila pfedevsim pro analyzu cukri [34; 36].

Diky Siroké variabilité stanoveni a vysoké citlivosti se z HPLC (Obr. 1) za kratkou dobu stala
technika vyuzivanad ve vétsiné oblasti primyslu. V potravinaistvi se metoda rutinné vyuziva
v souvislosti s falSovanim potravin rostlinného ptvodu, napf. pii stanovovani profilu
anthokyanii (obarveni produktu nepfirozenym pigmentem) ¢i profilu polyfenolt (odliSeni
citrusovych §t'av) [32; 30].

&erpadlo davkovaci
zafizeni

]

zasobniky
mobilni faze

fizeni sloZeni
mobilni faze
' . vzorek

sméSovaci kolona

zarizeni

vyhodnocovaci
zarizeni

R rurvn

Obr. 1 Schéma usporadant kapalinového chromatografu [37]

detektor

2.4.1.2 Plynova chromatografie

U plynové chromatografie (GC) dochazi pii nastiiku analytu na kolonu (Obr. 2) k jeho zplynéni,
proto je metoda nevhodna pro analyzu makromolekul, anorganickych soli a dalSich
nezplynitelnych latek. Analytje béhem analyzy unasen nosnym plynem (MF), ktery se na rozdil
od MF pii HPLC nepodili na separaci slozek analytu. [37].

Bézn¢ se lze setkat stechnikou GC v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (MS).
Tato kombinace se vyuzivd zejména v oblasti stopové analyzy organickych kontaminantt
a pesticidii. Technika je vSak nezastupitelnd 1 pfi analyze lipidi a stanoveni profilu
oligosacharidl (pouziti enzymu celulaza) [19; 30].
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Obr. 2 Schéma usporaddni plynového chromatografu [37]

2.4.2 Spektralni metody
Spektralni metody jsou metody zaloZené na vyméné energie mezi latkou a zafenim. Spektrum
je zavislost veli¢iny, kterd je mirou intenzity zafeni vysilaného nebo prosliého vzorkem,
na vinové délce zateni A. Ptistroje, kterymi se mefi emisni €i absorpcni spektra latek, se nazyvaji
spektrometry (Obr. 3) [37].

Jestlize dochazi k absorbovani zéafeni analytem, mluvime o absorpéni spektrometrii,
pokud analyt zdfeni emituje, mluvime o emisni spektrometrii. V piipad¢ interakce zafeni
s celymi molekulami mluvime o molekulové spektrometrii, pokud interaguji jen atomy,
mluvime o atomové spektrometrii [35].

2.4.2.1 Nukledrni magnetickd rezonance
Metoda nukledrni magnetické rezonance (NMR) umoziuje stanoveni pfesné struktury molekul
az na Uroven izotopu prvku. Pfi oveéfovani autenticity potravin nachazi vyuziti pfi ur€ovani
geografického piivodu vzorku. Déle je mozné zjist'ovat nedeklarované fedéni vina ¢i ovocné
Stavy (studium poméru cukr-voda), lze rozlisit synteticky ¢i zemédélsky ptvod vzorku
[19; 38].
2.4.2.2 UV/VIS spektroskopie
Podstatou UV/VIS spektroskopie je schopnost absorpce aplikovaného zafeni o urcité vinové
délce (od 200 do 800 nm) zfedénymi roztoky molekul. Absorpci zafeni dochazi k excitaci
valencnich elektronii uvnitt molekulovych orbitalii na vyssi energetické hladiny. V zavislosti
na typu analytu, druhu jeho interakce se zafenim a pouzité vlnové délce zafeni je mozné
identifikovat konkrétni slouceniny [37; 39].

Principem metody je méfeni rozdilu intenzity mezi zafenim dopadajicim na vzorek
a zafenim, které vzorkem proslo. Podil téchto hodnot se oznaCuje jako transmitance T
a je popsana rovnici (1)

T=—, @)

kde @0 znaci dopadajici tok zateni a @ je prosly tok [37].
Pfi této technice se vSak vyuziva absorpcnich vlastnosti vzorku, proto je zavedena
absorbance A, ktera je popsana vztahem (2)
A=—logT = log%, 2
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ze kterého plati, ze pokud bude absorpce zafeni nulova, bude nulovd 1 absorbance,
a bude-li se transmitance blizit nule, absorbance se budeblizit nekone¢nu. Pro praktické méfeni
Vv laboratofi nachazi vyuziti pouze hodnoty A nepiekracujici jednicku [37].

Ve spojitosti s molekulovou spektrometrii se v praxi ¢asto vyuziva Lambert-Beeriv zakon
vyjadieny vztahem (3)

A = gycl, (3)
ktery popisuje vzajemné vztahy mezi latkovou koncentraci vzorku ¢ v mol-dm3, tloustkou
absorbujici vrstvy | vcm a molarnim absorpénim koeficientem ¢ o dané vinové délce A.
Koeficient je latkoveé specifickou konstantou, jez se méni 1 v zavislosti na vlnové délce
a je vyjadfovan v dm3-mol-t-cmt [37].

Pti analyze, kde spolu slozky obsazené ve vzorku neinteraguji, je vyuzivano aditivnich
vlastnosti absorbance, pii kterych plati, Zze pokud vice slozek absorbuje aplikované zateni, je
celkova A souétem absorbanci jednotlivych slozek, jak popisuje vztah (4)

A=A +A; ++ Ay = gcly + &3¢l + -+ g4y, 4)
ktery zobrazuje soucet absorbanci slozek s indexem 1 az n [39].

Lambert-Beertiv zakon lze vsak aplikovat jen na zfedéné roztoky do maximalni koncentrace
kolem 10-2 mol-dm-3. Koncentrované roztoky totiznespliiuji lineamni zavislost mezi koncentraci
roztoku a hodnotou jeho absorbance [37].

Samotna analyza vzorkt pomoci metody UV/VIS spektrometrie v prvni fazi zahrnuje
ptipravu kalibracnich roztokli o pfesné koncentraci. U vzorku se stiedni koncentraci
je proméfeno absorpéni spektrum, coz je zavislost A=f(1), diky kterému je zjisténa vinova délka
Amax, pii které analyt absorbuje nejvice zareni Amax. Pfi této vinové délce jsou pak prométreny
absorbance i ostatnich kalibra¢nich vzorkd a je sestrojena tzv. kalibra¢ni kiivka, coz je zavislost
A = (c). U vzorku s neznamou koncentraci analytu je po proméfeni absorbance mozné zpétné

dopocitat koncentraci [35].

zdroj

elektromagnetického vystupni zafizeni
kyveta se vzorkem

zareni

00 O

vybér vinové délky detektor

Obr. 3 Schéma usporaddni jednopaprskového spektrometru pro méreni absorpce [37]

Pro potravinaisky primysl je metoda vyznamna pfedevSim pro stanoveni barevnych latek
a komplext, nebo barevnych produkti specifickych reakci (stanoveni bilkovin Bradfordovou
metodou, stanoveni fenolickych latek Folin-Ciocalteuovym c¢inidlem...) [19; 36].

Pfi analyze potravin molekularné-biologickymi metodami se pro stanoveni koncentrace
a Cistoty izolované DNA nejcastéji pouziva praveé technika UV/VIS spektrometrie (vice
v kapitole 2.5.4) [40].
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2.4.3 Elektroforetické metody

Zonovou, kapilarni, papirovou ¢i gelovou elektroforézu fadime mezi elektroforetické metody,
které pro déleni latek vyuzivaji stejnosmérny elektricky proud s konstantnim napétim. Slozky
analytu jsou déleny na zakladé jejich migracni rychlosti, ktera se odviji od velikosti, tvaru
a naboje ¢astic. Obecné plati, Ze slozky o malé molekulové hmotnosti a latky s vét§im nabojem
migruji médiem rychleji nez latky o vysoké molekulové hmotnosti a o malém naboji
[39; 37; 32].

Elektroforéza nachazi vyuziti pti riznych obtiznych analytickych separacich. Dfive se bézné
pouzivala pro analyzu sacharidli, vitamini a dalSich biochemicky zajimavych latek.
Do dnesnich dni stale nachazi velky vyznam v analyze proteinii (enzymdi, hormoni, protilatek)
a nukleovych kyselin (DNA, RNA), pro néZ nabizi bezkonkuren¢ni rozliSeni [39].

2.4.3.1 Gelova elektroforéza
Jak jiz ndzev napovida, gelova elektroforéza vyuziva jako délici médium gel. V zéavislosti
na charakteru analyzy muze byt z polyakrylamidu nebo agarézy. Pro preparativni ucely
se pracuje s gelem v podobé sloupce, pro analytické ucely je vhodnéjsi plosné uspotradani [35].
Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE) se nejvice vyuziva pro separaci bilkovin.
Pro vyrovnani rozdilu v nabojich proteind, které u jednotlivych aminokyselin zavisi na pH
prostiedi, se ke vzorkiim piidava anionaktivni detergent dodecylsulfat sodny (SDS), ktery sam
nese pomémé velky zaporny néaboj. Jeho reakci pak dojde k vyrovnani néaboje napfic
bilkovinnym spektrem a ty jsou pak separovany pouze na zakladé vlastni velikosti [34].
Elektroforéza v agar6zovém gelu je urcend pro separaci fragmenttt DNA. Samotna agaréza
je ptirodni polysacharid produkovany moiskymi fasami rodu Gelidium, konkrétné se jedna
0 kopolymer 1,3-B-D-galaktopyrandzy a 1,4-3,6-anhydro-a-galaktopyrandzy (Obr. 4) [35].
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Obr. 4 Strukturni vzorec agarézy [41]

Agardzové gely se obvykle piipravuji v koncentracich 0,3—2 %, volba se odviji od velikosti
separovanych fragmentt (1,2% gel je vhodny pro separaci fragmentd o délkach 0,3—7 kb).
Na rozdil od bilkovin disponuji molekuly DNA stejnym specifickym zapornym nabojem,
ktery zajistuji zejména zbytky kyseliny fosforecné, proto separace piirozené probiha
jen nazakladé velikosti molekul. Pro pfipravu gelu se agarézovy prasek rozpousti
v Tris-boratovém (TBE), Tris-acetatovém (TAE) ¢i Tris-fosfatovém (TPE) pufru v rozmezi
pH 7-8. K potlaceni agregace DNA ionty Ca?* a Mg?* se obvykle vyuZziva standardni piidavek
ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA — ethylenediaminetetraacetic acid). Pro vizualizaci
fragmentii (z anglitiny casto oznaCovanych jako bandy) slouzi tzv. interkalac¢ni Cinidla,
nejbéznéji  ethidiumbromid, proflavin ¢i akridinova oranz (Obr. 5), ktera po vmezefeni
mezi pary bazi pod UV svétlem poskytuji fluorescenci. Prace snimi vSak musi probihat
za ptisnych podminek, nebot’ jsou prokdzanymi mutageny, proto dnes mnoho laboratofi
piechdzi na nemutagenni barviva jako GelStar®, SYBR® Green |, SYBR® Gold nebo YOYO-1
[35; 34, 42; 43; 44, 45].
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Obr. 5 Strukturni vzorce nejbéznéjsich interkalacnich cinidel [34]

Vzorky DNA je vhodné pfed samotnou aplikaci na gel smisit s nanasecim pufrem,
ktery ma hned dvé funkce: zvySuje hustotu vzorku (udrzi vzorky pii ptelévani pufrem
Vv jamkach) a obarvuje jej (snadnéjsi manipulace). Pfitomna barviva (nejcastéji bromofenolova
modf) jsou navic slabé negativné nabita, coz umoziuje jejich migraci k anod¢ spoleéné s DNA
[44].

Po pievedeni DNA do jamek v gelu nasleduje preliti gelu pufrem pouzitym pfi ptiprave gelu.
Soustava se poté piipoji ke zdroji stejnosmérného elektrického proudu. Protoze je DNA
na povrchu zaporné nabita, bude se pohybovat ke kladné nabité elektrodé. Agardzovy gel
zde zastdva funkci sita, kde malé fragmenty prochazi rychleji nez fragmenty velké,
kterym V postupu brani pravé pory gelu. [42; 34].

Celkové uspotadéani gelové elektroforézy a chovani vzorku po aplikaci stejnosmérného

proudu ukazuje Obr. 6.
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Obr. 6 Schéma gelové elektroforézy pri separaci fragmentit DNA [42]

Po skonceni samotné elektroforézy je dllezité urcit velikost separovanych fragmenti. V zésad¢
existuji dva zplisoby: matematicky vypocet ¢i porovnani se standardem.

Matematicky vypocet zahrnuje pouziti vzorce (5)

D =a— b(logM), (5)
kde D je vzdalenost, kterou molekula urazila, M je molekulova hmotnost a a a b jsou konstanty
zavislé na podminkach elektroforézy [42].

Pfesné stanoveni je vSak nutné jen ve vyjimecnych piipadech. Nejcastéji se ke kazdému
elektroforetickému gelu pfidava délkovy standard obsahujici fragmenty o znamé velikosti.
Porovnanim banda mezi analyzovanym vzorkem a standardem pak lze velikost separovanych
fragmentd snadno odhadnout [42].
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2.4.4 Polymerazova retézova reakce
Polymerazova ftetézova reakce (PCR) je zakladni technika v molekularni biologii,
kterd umoziuje rychlé namnoZeni konkrétniho tseku DNA.

Pii procesu PCR se v cyklech opakuji tii klicové kroky: denaturace, hybridizace a elongace.
Opakovanim téchto cykli (obvykle 20—40krat) je specifickd sekvence templatové DNA
exponencialnim trendem namnoZena, coz se projevuje velkym naristem koncentrace
specifickych sekvenci za pomémé kratkou dobu. Docela malé¢ mnozstvi vzorku lze tak lehce
pievést na mnozstvi detekovatelné napft. elektroforézou (vice nize). Analyza PCR je velmi
vSestrannd a mize byt pfizpisobena riznym aplikacim WUpravou riznych parametr,
jako jsou pocty cykli, sekvence primerd a podminky reakce. Navic existuje celd fada
modifikaci vhodnych pro rozliéné ucely [32].

Napftiklad pti multiplex-PCR je do reakéni smési piidavano hned né€kolik parti primerd,
zpétnd PCR (RT-PCR) je urcena pro amplifikaci RNA, odstupiiovand PCR (nested PCR)
jednim parem primerti amplifikuje specificky usek templatové DNA a druhym amplifikuje
specificky fragment amplikonu vzniklého v ptedchozim kroku [46].

Kapitoly nize budou pojednévat pfedevSim o real-time PCR, kterd umoznuje sledovani
procesu amplifikace v realném case pomoci zaznamenavani fluorescenéniho signalu v kazdém
cyklu reakce.

PCR analyza se rychle stala zasadni pro ruzné aplikace jako napi. genetické testovani,
sekvenovani DNA, forenzni védy a lékarskou diagnostiku. V masném pramyslu Ize touto
technikou rozlisit jednotlivé zivocisné druhy masa, v rostlinném odvétvi je dilezita kontrola
ptitomnosti geneticky modifikovanych rostlin (s6ja, brambory, ryze, rajcata...), rozliSeni
raznych druhli ovoce a specidlnich ceredlii €1 odliSeni odrid kdvy Arabika a Robusta u mleté
a instantni kavy [32; 13].
2.4.4.1 Komponenty PCR smési
Aby PCR mohla spravné fungovat, musi reakéni smés obsahovat n¢kolik komponent:

e Templaitova DNA (DNA matrice) — piedstavuje celou genomickou DNA ¢i jen
jeji fragment, jenz je pfedmétem analyzy. PCR je natolik citliva technika, Ze umoziuje
amplifikaci jiz od dvou molekul matrice [47].

e Primery — ohraniCuji pozadovany usek fetézce templatové DNA pro amplifikaci
(amplikon) svysokou specifitou. Vzdy musi byt v reakéni smési piitomny v paru
(primer F — foward, primer R — reverse). Jejich délka by méla dosahovat
20-30 nukleotid?, pticemz obsah G a C by m¢l byt pfiblizné vyrovnany. Pro jejich
sekundarni strukturu je typicka nizka stabilita. V zavislosti na druhu pouzitych primert
je volena teplota hybridizace Ta, ktera se odviji od znalosti teploty tani primert Tm
[44; 46].

Idealni Ta musi byt pfiméfené nizka, aby mohly primery nasednout na matrici,
avsak zaroven dostatecné vysoka, aby nedochazelo k tvorbé dimeri primerii. Obecné
plati, Ze Ta b&hem experimentu odpovidd Tm ponizené o 1-2 °C. Vypocet Tm
se fidi vztahem (6)

Tn=UX[G+CD+@2x[A+TI, (6)

kde [G+C] a [A+T] jsou poCty jednotlivych bazi v sekvenci primeri, jednotka vysledné
teploty je ve °C [42].
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e DNA polymeraza - =zajistuje syntézu samotnych amplikon. Vyuziva se
tzv. Tag-polymeraza pochazejici z termofilnich bakterii Thermus aquaticus,
jejiz prednosti je zachovani aktivity 1 pfi denatura¢nim kroku. Jeji pouZiti je ovSem
omezeno pouze na syntézu usektt do nékolika tisicii parti bazi. Pro tseky do 35 kb
se pouzivaji jiné polymerazy, nad tuto hranici neni syntéza fragmenti metodou PCR
mozna [48].

e Deoxynukleotid trifosfaty (dNTP) — zastdvaji tlohu stavebnich jednotek,
ze kterych DNA polymerdza syntetizuje nové fetézce amplikonil. Reakéni smés musi
obsahovat ekvimolarni mnozstvi dATP, dTTP, dCTP i dGTP o koncentraci kazdé
slozky v rozmezi 200-250 uM pfi pouziti Tag-polymerazy [44].

e Dvojmocné kationty — zpravidla Mg?*, jsou pfitomny pro zachovani aktivity DNA
polymerazy. Koncentrace iontti by méla vzdy prevysovat koncentraci ANTP a primerti.
Pfesna mnozstvi vSak zavisi na volbé primertt i DNA matrici [44].

e Jednomocné kationty — zpravidla Na* ¢i K*, jsou, pti amplifikaci fragmenti do 500 bp,
v PCR pufru v koncentraci kolem 50 mM, koncentrace 70—100 mM zvySuje vytéznost
amplifikace useku kratSich [44].

e Pufr — poskytuje prostfedi o stabilnim pH, kde jsou rozpustény vyse uvedené
komponenty [44].

2.4.4.2 Kroky pii amplifikaci
Pti procesu PCR dochazi k opakovani tii zdkladnich krok, béhem kterych probihaji tfi odlisné
dé&je s odliSnymi naroky na teplotu a doby jeji trvani:

e denaturace — oddéleni fetézci DNA (94 °C po dobu 30 s),

e hybridizace — ptipojeni primerd k oddélenym fetézciim (30—65 °C po dobu 30 s),

e elongace — syntéza novych fetézci DNA-polymerazou (72 °C po dobu az 1 min)
[46; 49; 44].

Jednotlivé kroky jsou ptehledné znazornény na Obr. 7.
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Obr. 7 Schéma pritbéhu polymerdzové retézové reakce [49]
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2.4.4.3 Detekce a kvantifikace amplikonii
Prevladajicim zpisobem detekce produktt amplifikace je méfeni a kvantifikace fluores-
cencniho signalu v redlném case. Provadi se tfemi riiznymi zplsoby:

e pouzitim interkalacniho barviva vazajiciho se na DNA,

e pouzitim fluorescencné znacenych sond vazajici se na stiedni ¢ast amplikont,

e nebo pouzitim fluorescenéné znacenych primera [46].

Latky pro znaceni sond a primerti jsou obecné oznacovany jako fluorofory a jejich vlastnosti
jim dovoluji emitovat svétlo jiné (vyssi) vinové délky, nez kterou absorbovaly [46].

Pro kvantifikaci se b&zné& pouzivaji fluorescenéni kyaninova barviva SYBR® Green,
jez po navazani na mens$i zlabek dsDNA poskytujiaz 1000x vétsi fluorescenci. Intenzita zareni
je pfitom piimo utmérna mnozstvi amplikond. Bohuzel dochazi k vazbé tohoto barviva
i na nespecifické produkty, ¢imz se zkresluje signal na vystupu [46].

Jako dalsi lze pro detekci produktli vyuzit technologii TagMan, molekularni majaky
a dalsi [46].

Pti real-time PCR se za kvantitativni idaj povazuje pocet cykla, které jsou potiebné
k dosazeni prahového detekovatelného signalu (Ct), coz je hodnota tméma piavodni
koncentraci matrice DNA. Celkovy vystup zavislosti relativni fluorescence na poctu cykli
je graficky znazoriovan ve formé amplifika¢ni kiivky (viz Obr. 8) [34].
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Obr. 8 Schéma amplifikacni krivky [34]

Pro optickou vizualizaci produktit PCR se vyuZivaji elektroforetické metody. Gelova
elektroforéza dokaze fragmenty DNA délit podle jejich velikosti, coz se na gelu projevuje
Vv podob¢ vyraznych bandt. Nejbéznéjsim gelovym médiem byva agardza, kterd je vhodna
pro déleni delsich usekd, a polyakrylamid, ktery tvoii mensi pory a dokaze tak oddélit kratké

fragmenty liSici se i pouhou jednou bazi. Vice o elektroforéze v kapitole 2.4.3.1 [34].
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2.4.4.4 Optimalizacni operace
Celkovy vytézek a specifita vyslednych amplikonti zavisi na fadé faktord, z nichz nejcastéjsi
je manipulace s vybérem primerii, volba hybridiza¢ni teploty Ta, koncentrace Mg?* iontl
a dalsi. Podrobny vypis faktori a jejich vliv na pritb¢h analyzy je uveden v
Tab. 3 [34].

Tab. 3 Faktory pro optimalizaci PCR [34]

Faktor pro optimalizaci Vliv na PCR analyzu
maly vytézek = vysoka T,, kratka doba

teplotni profil PCR nespecifické produkty = nizké T,
koncentrace Mg?* maly vytézek = nizka koncentrace
(obvykle 0,5-5 mM) nespecifické produkty = vysoka koncentrace

nespecifické produkty = sekvence caste¢né ¢i
uplné komplementarni k jinému useku matrice,
vysoka koncentrace

maly vytézek = nizka koncentrace, ptitomnost

volba a koncentrace primert
(obvykle 1 uM)

kvalita templatu a jeho koncentrace inhibitort

(obvykle ng—pQ) nespecifické produkty = kontaminace jinym
templatem

koncentrace dNTP (obvykle 100-500 uM) vliv na vytézek a spravnost sekvence amplikont

eliminace inhibitort rozebrano v kapitole 2.5.3

pouziti techniky ,,hot-start nebo ,,nested PCR* | ovlivnéni citlivosti, vytézku a specifity

2.4.5 VysokorozliSovaci analyza krivek tani

V roce 1997 byla poprvé predstavena technologie LightCycler, ktera zkombinovala standardni
PCR analyzu se stalym méfenim fluorescencniho signalu a analyzou kiivek tani. Doposud
totiz bylo bézné, Ze ob¢ analyzy probihaly na samostatnych pfistrojich. Jejich sloucenim
se dosdhlo zjednoduseni pii manipulaci se vzorky a vyrazného snizeni celkového cCasu
pottebného pro analyzu [50].

Podstatou vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani (HRM) je postupné kontrolované zahiivani
produkti PCR za soucasného méfeni fluorescence. NejpouzivangjSim fluorescen¢nim
barvivem se stal SYBR® Green I, ktery na rozdil od ostatnich interkala¢nich barviv disponuje
nizkou mutagenitou a silnym fluorescencnim efektem. Vlastnosti interkala¢nich barviv
je prudky narast jejich schopnosti fluoreskovat pii vmezefeni do struktury DNA.
Pokud postupnym zahiivanim amplikoni dochézi k jejich denaturaci, za¢ne se ze struktury
barvivo uvoliiovat, coz se projevi klesajici intenzitou fluorescence. Grafickd zavislost
(relativni) intenzity fluorescence na teploté se oznacuje jako kiivka tani. Pfi HRM nabyva
teplotni krok v rozmezi 0,01-0,2 °C/s, pii nastaveni vyssiho kroku se jiz zpravidla hovofi
o standardni analyze kiivek tani [51; 52].

Technika PCR-HRM dnes nachéazi vyznamné uplatnéni pii analyze a odhalovani geneticky
modifikovanych rostlinnych druhi a toxickych kontaminantt [53].

2.45.1 Metody vyhodnoceni dat

Pfi studiu tani amplikonti se vychazi ze znalosti sily vodikovych mustki mezi dusikatymi
bazemi (A, T, C, G) uvnitt helixu DNA. G/C pary jsou spojeny tfemi vodikovymi mistky,
zatimco A/T pary jen dvéma, proto drzi G/C pary pohromadé silngji, coz se projevi na tani
amplikont a vzhledu jejich kiivek tani (Obr. 9). Tvar kiivek je zavisly na konkrétni sekvenci
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bazi a zastoupeni C/G a A/T part, jiz jedina odchylka v sekvenci nukleotidd mize vyrazné
ovlivnit tvar kfivek a odhalit rozdily ve zkoumanych vzorcich [51].

6

.

Fluorescence [-]

b2

0

75 80 85 90 95 100
T[]

Obr. 9 Viiv koncentrace CG parit v amplikonu na tvar kiivky tani
(A—NK, B-50,0 %, C—-53,2%, D- 60,3 %). Upraveno dle [51]

Teplota, pii které je presné 50 % dvousroubovice amplikonu disociovano na jednotliva vldkna,
se oznacuje jako teplota tani Tm. Tm amplikonu zavisi predevsim na jeho délce a obsahu C/G
part, kde s jejich rostoucim obsahem roste i Tm. Lze ji odeéist z inflexniho bodu k¥ivky tani

nebo z piku funkce prvni zaporné derivace fluorescence podle teploty (-dF/dT) na teploté (T)
(Obr. 10) [52].

-dF/dT

95

85
T [°C]

Obr. 10 Derivované krivky tani (A — NK, B — vzorek s DNA). Upraveno dle [51]

Pii HRM analyze jsou kladeny vysoké ndroky na pfesné odmétovani komponent (mnoZstvi
barviva, templatu...), protoze i malé odchylky v mnozstvi mohou ovlivnit pribéh PCR
a nasledn¢ i samotnou podobu kiivek tani [54]. Zvolené primery by mély G¢inn¢ amplifikovat
konkrétni tiseky DNA, soucasné by vsak mély byt kiivky tani amplikonti tvarem dostatecné
specifické pro rozdilné matrice. Celkova délka amplikonu by neméla piesahnout 300 bp [52].

Avsak i pfes pfesné odméfovani komponent mohou nastat rozdily v detekci fluorescen¢niho
signalu. Tyto rozdily je mozné eliminovat normalizaci dat, ¢imZ se zvySi piehlednost
mezi jednotlivymi kiivkami [52; 54]. Normalizaci dat dojde k nastaveni hodnot absolutni
fluorescence pied tanim na 100 % (resp. 1) a po tani na 0 % (resp. 0) (Obr. 11). Zbyla data
jsou z normalizované kiivky odstranéna. Je dulezité spravné zvolit normalizovany usek,
jinak mohou byt ztracena zasadni data [54].
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Pro vyraznéjsi odliSeni rozdilh ve tvaru mezi porovndvanymi kiivkami se vyuzivaji
tzv. difference plots (zkracené¢ diference), které zobrazuji miru rozdilnosti kiivek ostatnich
vzorkl ku vzorku referenénimu (zakladng). Interval pouzitych dat se shoduje s intervalem
pouzitym pii normalizaci [52].

Amplifika¢ni kifivky K¥ivky tani

FL]
F[]

| . W

Cyklus Tl

Difference plot Normalizované kiivky tani

Normalizovana F
minus reference [-]
Normalizovana F [-]

/, \
e — T —— —

T T
Obr. 11 Obvykly postup pri vvhodnocovani dat HRM analyzy. Upraveno dle [52]

Pro pfesné urCeni a prehlednou orientaci v podobnostech mezi kiivkami tani byl odvozen
vzorec, kterym lze spocitat tzv. skore podobnosti (GCP). Ze své podstaty nabyvaji vysledné
hodnoty rozmezi 0 az 1, kde 1 znaci absolutni podobnost mezi kiivkami tani srovnavanych
vzorku. Vzorcem (7)

S, = 1,05[-002x2E a(Fri—Fi)?] ©)

se pocita tzv. hodnota podobnosti S, kde v exponentu figuruje souéet druhych mocnin rozdila
mezi fluorescenci F vzorkt r a t pii teploté i. Hodnota podobnosti se pocita pro vSechny body
kiivky, proto a znaci pocatecni teplotu tani a z kone¢nou teplotu tani [55].

Pii opakujicich se méfenich se GCP pocita jako primér hodnot S mezi témito méfenimi.
Priiméry je vhodné doplnit smérodatnymi odchylkami [55]. Kiivky jsou povazovany za shodné,
jestlize GCP nabyva hodnoty 0,9 a vyse [56].

2.5 lzolace DNA z rostlinnych pletiv

Pro uspésnou extrakci ¢ist¢é DNA z rostlinnych pletiv se zachovanou biologickou aktivitou
je nutné provést nékolik purifika¢nich krokd: rozménit rostlinny material, narusit ptitomné
bunky a ocistit DNA od inhibitord [57].
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2.5.1 Homogenizace rostlinného materialu

Rostlinné c¢asti (listy, plody) je nejprve nutné za mirnych podminek pievést do formy
homogenniho vzorku, kde budou zastoupeny vSechny slozky studované ¢asti rovnomérné
napfic celym objemem. Homogenizace se nejCastéji provadi ruéné (tlouckem, kopistem)
nebo strojove. Dulezité je pouziti vhodného homogeniza¢niho média [57].

K pletivim s vysokym obsahem polysacharidli se casto pii homogenizaci pfidava
cetyltrimethylamonium bromid (CTAB), coZ je kationtovy detergent schopny, z roztoki
s nizkou iontovou silou, vysrazet nukleové kyseliny a kyselé polysacharidy, ¢imz je oddé&li
od proteinti a neutralnich polysacharidu, které ziistanou rozpusSténé. Jeho strukturni vzorec
je zobracen na Obr. 12. V roztocich s vysokou iontovou silou vytvoii CTAB komplex
s proteiny, nukleové kyseliny zistavaji rozpusténé. Pii izolaci DNA se pracuje Vv roztoku
s vysokou iontovou silou. Komplexy CTAB s proteiny a polysacharidy jsou z roztoku
extrahovany a po jejich vysrazeni je provedena centrifugace. Ze supernatantu je DNA
vysrazena isopropanolem nebo ethanolem. CTAB navic stabilizuje helix dsDNA [44].

CHs CHa
N+ Br~
CHa CigHa3

Obr. 12 Strukturni vzorec CTAB [44]

2.5.2 Lyze rostlinnych bunék
Po homogenizaci pletiva néasleduje naruSeni bunéénych membran za nasledného vyplaveni
bunécnych organel (lyze). Kvilli pfitomnosti buné¢né stény je prostd osmotické lyze nevhodna
a zpravidla se vyuziva ptidavek lyzac¢niho (extrakéniho) pufru [58]. Slozeni tohoto pufru
se méni V zavislosti na pouzitém protokolu, avsak nejCastéji obsahuje polyvinylpyrrolidon
(PVP), CTAB, Tris-HCI, hydrogensiran sodny, NaCl, EDTA ¢i f-merkaptoethanol [59].
Samotna lyze zafind mechanickym rozrusenim bunék v pifitomnosti extrakéniho pufru
nasledovanym kratkou inkubaci za zvySené teploty. Béhem inkubace by mél byt vzorek
promichavan. Pro oddéleni pevného podilu od roztoku nasleduje centrifugace [59].

2.5.3 Odstranéni inhibitora

Bunky jsou slozené z péti hlavnich tiid biomolekul: DNA, RNA, proteinti, polysacharida
a lipida. VétSina téchto slozek prechdzi po rozruSeni bun€k do extrakéniho roztoku. Analyzu
jedné biomolekuly vSak obvykle narusuje vyskyt ostatnich biomolekul, proto byly vyvinuty
postupy pro specifické odstranéni jednotlivych tiid latek [57].

e DNA —mize byt odbourdna enzymem DNaza, aktivitu tohoto enzymu naopak inhibuje
piitomnost EDTA [58]. Pfitomnost NH4* iontti podporuje vznik krystalit DNA [60].

e RNA — muze byt odbourana enzymem RNaza [58].

e Proteiny — dokazou byt rozlozeny specifickymi enzymy zvanymi proteazy,
které hydrolyticky $tépi peptidové vazby [36; 58]. Vysoka koncentrace soli (NaCl,
CaClz, CH3COONa) ma za nasledek vysolovani proteinii [61]. Piidavek organického
rozpoustédla (ethanol, aceton) proteiny srazi. Na rozpustnost ma také vliv pH prostfedi
[58].
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e Polysacharidy — se v piftomnosti iontd Ca?* za¢nou srazet a vytvafet segregaty,
které je mozné centrifugaci oddélit [62].

e Lipidy — lze odstranit pfidavkem detergentu (napf. SDS) nebo extrakci vhodnym
organickym rozpoustédlem (smés chloroform:methanol) [42; 36].

e Fenolické latky — se snadno rozpousti v polarnich rozpoustédlech, vhodné je napf.
pouziti 80% ethanolu, ktery fenolické latky udrzi v roztoku a zaroven srazi vétSinu
polysacharidi a proteini [36]. Rozpustnost fenoli podporuje i piidavek
B-merkaptoethanolu, ktery, jakoZto silné redukéni ¢inidlo, brani jejich oxidaci [63; 64].

2.5.4 Zavérecna purifikace DNA
Prestoze existuje fada komercnich kitl slouzicich pro kone¢né docisténi DNA, vétSina
protokold vyuziva vlastni kombinace chemikalii. Nejcastéji se pouziva ledovy 95% ethanol
¢i isopropanol, méné Casté je pouziti soli (CH3COONa). Timto postupem je docileno ocisténi
DNA od latek uzitych v ptedchozich izola¢nich krocich.
Nésleduje odstranéni alkoholu z izolovaného vzorku. Toho je dosaZeno slitim supernatantu
a samovolnym vypafenim zbyvajiciho ethanolu z oteviené zkumavky za zvysené teploty [59].
DNA je ihned poté resuspendovana ve vhodném roztoku, nejéastéji 1x TE pufru. Pokud
by dosSlo kpfiliSnému piesuSeni DNA, nasledkem by byl zisk poniceného
nebo nizkomolekularniho vzorku [59].

2.5.5 Detekce DNA
Pro detekci a kvantifikaci izolované DNA se nejéastéji vyuzivaji tfi metody: spektrometrie,
fluorimetrie a gelova elektroforéza [56].

Spektrometrické méfeni vyuziva vlastnosti aromatickych struktur bazi DNA,
které¢ specificky absorbuji UV zafeni urCitych vinovych délek. Izolaci nukleovych kyselin
Z bunék casto dochazi ke kontaminaci analytu bilkovinami, které vSak nejvice absorbuji zafeni
Vjiné casti spektra neZ analyt. Ukazateli Cistoty izolované smési jsou pak poméry
mezi absorbancemi vzorku pii vinovych délkéch:

e 260 nm— Amax u DNA a RNA (konjugovany systém dvojnych vazeb v bazich),

e 230 nm — Amax u fenolickych latek a latek pouzitych pfi izolaci (soli, Tris-baze,
EDTA...),

e 280 nm — Amax u proteind (aromaticka ¢ast tyrosinu a tryptofanu) [40; 39; 65; 66; 59].

Pro DNA plati, Ze pokud je absorbance pii 260 nm rovna 1,0, odpovida to 50 ug dsDNA
na 1 ml vzorku. Pokud je hodnotapoméru A260/A280 nizsinez 1,80, pak je vzorek kontaminovan
proteiny, pokles hodnoty poméru Aze0/A230 pod 2,00 indikuje piitomnost zbytku cinidel
pouzitych pro izolaci DNA ¢i kontaminaci latkami, které se izolaénim protokolem nepodatilo
odstranit (RNA, fenoly, polysacharidy) [40; 42; 59].

Pro stanoveni koncentrace DNA je mozné pouzit i fluorimetr [59]. Jedna se o jednoduchou,
nedestruktivni a relativné levnou techniku s nizkym detekénim limitem. Na rozdil
od spektrometru dokaze méfit piimo koncentraci DNA méfenim mnozstvi fluorescen¢niho
zateni emitovaného strukturami polyaromatickych uhlovodiki a heterocykli [67].

NejbeéznéjSimi technikami pro detekci molekul vSak zlstdvaji UV/VIS spektrometrie
a gelova elektroforéza. Ob¢ techniky jsou podrobnéji popsany v kapitolach 2.4.2.2 a2 2.4.3.1.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Veskera laboratorni praxe byla realizovana v prostorach FCH VUT, pfevazné pak v Laboratofi
molekularni biotechnologie.

3.1 Material

3.11

Ovocné vzorky

Pro pozitivni kontroly byla pouzita DNA z listti jablon¢, broskvoné a merunky. Analyzovana

pyré byla pfipravena ze zralych plodi broskvi a merun¢k. Listy i plody broskvoné
navic pochazely ze stejného stromu.

3.1.2

Chemikalie

Agardza pro gelovou elektroforézu (Sigma-Aldrich, USA)
Cetyltrimethylamonium bromid — CTAB (Sigma-Aldrich, USA)
DNA standard FastGene 100 bp DNA Ladder (Malamité, CR)
EliGene Plant DNA Isolation Kit (Elisabeth Pharmacon, CR)
Ethanol (Penta, CR)

Ethylendiaminotetraoctové kyselina — EDTA (Penta, CR)
GenElute-E Organic Solvent DNA Cleanup Kit (Sigma-Aldrich, USA)
Chlorid sodny (Lachner, CR)

Chlorid vapenaty (Penta, CR)

Chloroform:isoamyl-alkohol (Serva, Némecko)

Isopropanol (Carlo Erba, Némecko)

Kyselina borita (Penta, CR)

Midori Green Advance DNA Stain (NIPPON Genetics EUROPE, Némecko)
Octan amonny (Lachema, CR)

Octan sodny (Lachema, CR)

PCR Loading buffer Red load (Top-Bio, CR)

PCR ultra H20 (Top-Bio, CR)

Primery — Tab. 5 (Generi Biotech, CR)

gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (Top-Bio, CR)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan — Tris-baze (Serva, Némecko)
B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

Pristroje a pomucky

Centrifuga Z216 MK (Hermle, Némecko)

Combi-spin FVL-2400N Mini centrifuge (Biosan, Némecko)
DNA/RNA UV-cleaner box UVC/T-AR (Biosan, Lotyssko)
Elektroforetické vany B2 a D2 (Owl Separation systems, Inc., USA)
Laboratorni vahy KERN CM 60-2N (UNIPRO-ALPHA, CR)
LightCycler® Nano Instrument (Roche, Svycarsko)
Lyofilizator FreeZone Triad (Labconco, USA)

Mikropipety Acura® Manual 825 (Socorex, Svycarsko)
Mikropipety Discovery comfort (HTL, Polsko)

Mikropipety Finnpipette F2 (Thermo Scientific, USA)
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e Mikrovinna trouba (SENCOR, CR)

e Mikrovinny autoklav Microjet (Rodwell, Spojené kralovstvi)

e Mikrozkumavky rtiznych velikosti (Eppendorf, Némecko)

e Mini incubator 230 V (Labnet, USA)

e Mraznicka a chladni¢ka (Gorenje, Slovinsko)

e MS2 Minishaker Vortexer (IKA Works, Némecko)

e NanoDrop Spectrophotometer 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Termocykler Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Nizozemsko)

e Transluminator Azure Biosystems c200 (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Zdroj elektrického napéti na elektroforézu Enduro 300 V (Labnet, USA)
e Dalsi laboratorni pomicky (Spicky, buni¢ina, pinzeta, vazenka, 1zi¢ka...)

3.2 Metodika

3.2.1 Uprava vzorki pro analyzu

3.2.1.1 Uprava listii 7 ovocnych stromii

Vsechny vzorky listd z jablon¢ (J), broskvoné¢ (B) i merunky (M) (viz Obr. 13) byly
pied samotnou izolaci DNA zbaveny nanostu necistot pod tekouci vodou a byly vysuseny
buni¢inou. Poté byly skladovany v chladnicce pii teploté -4 °C.

Obr. 13 Listy broskvoné (vlevo) a merunky (vpravo) pripravené pro izolaci DNA

3.2.1.2 Priprava ovocnych pyré a jejich uprava
Celé plody byly fadn€ omyty vodou. Néasledné byly na 1 min ponofeny do vrouci vody
a po vyjmuti byly vlozeny do ledové lazné. Po zbaveni plodi slupek a pecky bylo provedeno
jejich uplné rozmélnéni. V pribéhu celého procesu bylo dbano na zamezeni vzijemné
kontaminace.

Z cistych pyré broskve a meruiiky pak bylo piipraveno 7 vzorkli o riznych pomérech
ovocnych slozek o celkové hmotnosti 50 g. Konkrétni poméry slozek v pyré popisuje Tab. 4.
Smési byly uchovany Vv chladnicce.

Tab. 4 Slozeni smési pyré v zavislosti na podilu ovocnych slozek

Oznaleni 100B | 10M | 30M | 50M | 70M | 90M | 100M
podil broskve [%] 100 90 70 50 30 10 0
podil meruniky [%] 0 10 30 50 70 90 100
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Ovocna pyré bylo nezbytné pted samotnou izolaci DNA zlyofilizovat. Proto bylo pfipraveno
sedm 50ml sterilnich zkumavek, do kterych bylo vzdy pfevedeno asi 15 ml homogenniho
vzorku (Obr. 14). Zkumavky byly fadné uzavieny a ulozeny ke zmraZeni pii -80 °C po dobu
72 hodin. Nasledné byly vzorky vlozeny do lyofilizatoru, kde byly ponechany 1-2 dny
do uplného vysuseni.
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Obr. 14 Lyofilizovana pyré pripravend na izolaci DNA

3.2.2 lzolace DNA

3.2.2.1 lzolace DNA z ovocnych listit CTAB protokolem

Do 2ml mikrozkumavky bylo navazeno 0,05 g rostlinného materidlu (listu broskvoné
¢i merunky) a 200 mg homogeniza¢niho pisku. Déle byl dozkumavky ptidan 1 ml CTAB pufru
a 1 pl B-merkaptoethanolu. Vzorek byl tfen kopistem a poté inkubovan po dobu 30 minut
pii 65 °C, béhem inkubace byl vzorek kazdych 10 min promichan pfevracenim zkumavky.
Po inkubaci byl vzorek ponechan 10 minut vychladnout a nasledné bylo pfidano 800 pl smési
chloroform:isoamylalkohol v poméru 24:1. Vzorek byl znovu pfevracenim promichén
a poté byl centrifugovan 10 minut pfi 10 000 x g.

Ptiblizn¢ 800 pl supernatantu (horni vodné faze) bylo pieneseno do Cisté
2ml mikrozkumavky a k nému bylo pfidano 480 pl isopropanolu. Vzorek byl nékolikerym
pfevracenim zkumavky promichan a byl inkubovan 1 minutu pfi laboratorni teploté. Dale byl
vzorek centrifugovan 5 minut pii 10 000 x g. Opatrnym pievracenim zkumavky byl supernatant
odlit a k sedimentu bylo pfidano 500 pl 10 mM octanu amonného v 70 % ethanolu (pro piipravu
10 mM octanu amonného bylo smichano 38,5 mg octanu amonného a 50 ml 70 % ethanolu).
Po pfidani octanu amonného k sedimentu byl vzorek inkubovan 30 minut pfi laboratorni teplot¢.
Po uplynuti poZzadovaného ¢asu byl vzorek centrifugovan 5 minut pii 10 000 X g.

Supernatant byl znovu odstranén a sediment byl vysusen v oteviené zkumavce 15 minut
pii teploté¢ 37 °C. Nasledné¢ bylo k sedimentu pfidano 250 pl TE pufru a sediment
byl resuspendovan. Obsah zkumavky byl kratce stoen a nasledné bylo pfidano 250 pl
5M chloridu sodného (pro ptipravu 5 M chloridu sodného bylo navazeno jeho mnoZstvi
48,83 g a bylo pridano 150 ml destilované vody, poté byl roztok sterilizovan v autoklavu).
Po pfidéni chloridu sodného byl roztok promichan, kratce stocen a nasledné k nému
bylo piidano 25 ul 3 M octanu sodného a 1250 ul studeného 96 % ethanolu. Poté byl roztok
promichan n¢kolikerym pievracenim zkumavky a byl inkubovan 15 minut pfi -20 °C.
Po uplynulé dobé byl roztok centrifugovéan 15 minut pii 10 000 x g.

31



Nakonec byl supernatant odlit, sediment byl pii 37 °C dosuSen a nasledné rozpustén
v 100 ul TE pufru — (TE pufr byl pfipraven smichanim 1 ml 1 M Tris-baze s 0,2 ml
0,5 M EDTA a doplnén sterilni destilovanou vodou do objemu 100 ml).

vV wvew

3.2.2.2  Piecisténi DNA z ovocnych list kitem GenElute

Protoze izolaci podle CTAB protokolu nebyla ziskana amplifikovatelnd DNA, bylo pfistoupeno
k precisténi vzorkl pomoci precistovaciho kitu GenElute-E Organic Solvent DNA Cleanup Kit
[68] a bylo postupovano dle navodu nize.

Kolonka GenElute byla zvortexovana a po odtrzeni jejiho konce byla vlozena do 2ml
mikrozkumavky. Vicko kolonky bylo lehce uvolnéno a byla provedena centrifugace kolonky
pti 1000 x g po dobu 1 minuty. Po odstranéni 2ml zkumavky s GenElute pufrem byla kolonka
prevedena do nové 1,5ml mikrozkumavky. Na kolonku pak bylo pomalu pfevedeno 50-100 pl
precistované DNA. Po aplikaci vzorku byla kolonka suvolnénym vickem vloZena
do centrifugy pifi 1000 x g po dobu 1 minuty. Pfecisténa DNA zachycena v 1,5ml
mikrozkumavce byla poté pfipravena k spektrofotometrickému stanoveni koncentrace a Cistoty.

3.2.2.3 lIzolace DNA z ovocnych listi kitem EliGene Plant

ProtoZze po izolaci DNA =z listi broskvoné i meruniky CTAB protokolem a néslednym
precisténim GenElute kitem byly spektrofotometricky naméfeny velmi nizké koncentrace
nukleové kyseliny, bylo pfistoupeno k izolaci kitem EliGene Plant DNA Isolation Kit [69].
Pro izolaci DNA z listd jabloné, broskvoné a merunky bylo postupovano podle nize vypsaného
navodu.

Do 1,5ml Eppendorfovy zkumavky bylo odvazeno 0,2 g homogenizatniho pisku,
0,05 g vzorku listu a bylo odméteno 450 ul homogenizacniho pufru P1. Plastovym tlouckem
pak byla smés tfena do tiplného rozmélnéni vzorku listu. Po homogenizaci bylo pfidano 50 pl
lyza¢niho pufru P2 a po kratkém zvortexovani byla smés 10 minut inkubovana pii 65 °C
S obCasnym promichanim. Poté byla smés 3 minuty centrifugovana pii 10 000 % g za pokojové
teploty. Ptiblizn¢ 450 pl supernatantu bylo pieneseno do ¢isté 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky.
K nému bylo pfidéno 175 pl inhibitory odstranujiciho pufru P3 a smés byla 5 s vortexovana.
Vzorek byl 4-5 minut inkubovan pii -4 °C. zkumavka byla 3 minuty centrifugovana
pii 10 000 x g za laboratorni teploty.

Nejvyse 500 pl supernatantu bylo pfevedeno do Cisté 2ml Eppendorfovy zkumavky
bez naruSeni peletu. K supernatantu bylo ptidano 500 pl pufru P4. Roztok byl 5 s vortexovan
a poté kratce stocen pro odstranéni roztoku z vicka zkumavky. Ke smési bylo piidano 500 pl
pufru P5 a roztok byl opét 5 s vortexovan a kratce sto¢en pro odstranéni roztoku z vicka
zkumavky. Maximaln¢ 750 pl supernatantu bylo pfevedeno do Eppendorfovy zkumavky
s kolonkou a byla provedena centrifugace 1 minutu pii 10 000 x g za pokojové teploty.
Po centrifugaci byl odstfedény roztok ve 2ml zkumavce odstranén a na kolonku bylo pfidano
zbylych 750 pl supernatantu. Znovu byla provedena centrifugace 1 minutu pii 10 000 x g
za pokojové teploty. Kolonka s izolovanou DNA byla pfemisténa donové 2 ml Eppendorfovy
zkumavky. Na kolonku bylo pfiddno 500 pl promyvaciho pufru P6. Poté byla provedena
centrifugace 1 minutu pii 10 000 x g. Po centrifugaci byla kolonka vyjmuta a byl odstranén
roztok pod filtrem. Po navraceni kolonky do 2ml zkumavky na ni bylo pfevedeno 500 pnl
promyvaciho pufru P7 a zkumavka byla vloZena do centrifugy na 1 minutu pfi 10 000 x g.
Po centrifugaci byl roztok opét vylit. Pro vysuSeni kolonky byla provedena opétovna
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centrifugace po dobu 2 minut pii 12 000 x g. Po ukonceni procesu byla kolonka opatrné
vyjmuta a pfesunuta do nové 2ml Eppendorfovy zkumavky. Na kolonku bylo pfidano 100 pl
eluéniho pufru P8 a byla provedena centrifugace po dobu 1 minuty pii 10 000 x g. Poté byla
kolonka vyjmuta a izolovand DNA, jez byla pfevedena do roztoku ve zkumavce, byla nasledné
pfipravena k pouziti.

3.2.2.4 lzolace DNA z ovocnych pyré CTAB protokolem s CaCl

Do 2ml mikrozkumavky bylo navazeno 0,05 g rostlinného materidlu a 200 mg
homogeniza¢niho pisku. Déle byl do zkumavky pfiddn 1 ml CTAB pufru a 1 pl
B-merkaptoethanolu. Vzorek byl tfen kopistem a poté inkubovan po dobu 30 minut pii 65 °C,
behem inkubace byl vzorek kazdych 10 min promichan pfevracenim zkumavky. Po inkubaci
byl vzorek ponechan 10 minut vychladnout a nasledné¢ bylo pfidano 800 ul smési
chloroform:isoamylalkohol v poméru 24:1. Vzorek byl znovu pievracenim promichan
a poté byl centrifugovan 10 minut pii 10 000 x g.

Ptiblizné 800 pl supernatantu (horni vodné faze) bylo pfeneseno do Cisté
2ml mikrozkumavky a k supernatantu bylo pfidano 200 pul 300 mM CacClz. Nasledné byl roztok
zvortexovan a poté byl inkubovan 15 minut pii laboratorni teploté. Dale byl roztok
centrifugovan 3 minuty pii 10 000 x g.

Po centrifugaci byl odebran supernatant a k nému bylo piidano 480 ul isopropanolu, znovu
byl nékolikerym pfevracenim zkumavky vzorek promichdn a byl inkubovdn 1 minutu
pii laboratorni teploté. Dale pak bylo postupovano stejné jako v kapitole 3.2.2.1.

Nakonec byla izolovana DNA rozpusténa v 100 pl TE pufru.

3.2.2.5 Piecisténi DNA z pyré s obsahem meruiiky 30 % a vice kitem GenElute

Protoze pti PCR analyze s ITS-2 primery nedoslo k u¢inné amplifikaci DNA izolované z pyré
s obsahem meruiiky 30, 50, 70, 90 a 100 %, bylo pfistoupeno k jejimu precisténi GenElute
kitem [68]. Postup piecisténi byl identicky jako pii precistovani DNA z ovocnych listt
(kapitola 3.2.2.2).

3.2.3 Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA spektrofotometricky

Koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena pomoci UV-VIS spektrofotometrie,
konkrétné pomoci spektrofotometru NanoDrop 2000. Pii méfeni absorbance byl jako blank
pouzit roztok, ve kterém byla pfi finalnim kroku izolovana DNA rozpusténa. Blankem u méfeni
DNA izolované CTAB protokolem byl TE pufr, u DNA izolované kitem EliGene pufr P8,
u DNA piec¢istované kitem GenElute 1x Tris pufr. Pro méfeni byly vzdy pouzity 2 ul vzorku
¢i blanku, které byly naneseny na cocku pfistroje ve tfech opakovanich. Po proméfeni
absorpéniho spektra v UV oblasti od 220 nm do 350 nm, byla programem NanoDrop 2000
pti 260 nm vypocitana koncentrace izolované DNA. Z pomért absorbanci A 260/A280 8 A260/A230
byla urcena Cistota izolované DNA.

3.24 PCR analyza

3.2.4.1 Piiprava reakcni smési pro PCR

Komponenty PCR smési byly uchovévany v mrazni¢ce. Pfed kazdou pfipravou smési
bylo nutné jejich uplné rozmrazeni. Pfiprava pak probihala Vv jednom ze sterilnich boxd.
V jiném boxu probihala manipulace se zfedénou DNA obsahujici 10 ng-ul! nukleové kyseliny.
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Boxy bylo nutné vzdy pied i po pouziti dezinfikovat pomoci UV zafeni po dobu 15 minut.
Celkovy objem smési pro PCR analyzu odpovidal 25 pl.
3.2.4.2 Sekvence pouZitych primeri
Pro ovéfovani amplifikovatelnosti izolované DNA byly vzdy pouzity primery specifické
pro ITS-2 region jaderné DNA [70]. V tabulce niZe jsou nazvané jako S2 F a S3 R, coz je jejich
oficialni oznaceni, ovSem v praci bude pouzito souhrnné oznaceni ITS-2 primery.

Primery AGS18 a PdCass byly zvoleny z diivodu schopnosti specificky amplifikovat DNA
z broskvoné | meruniky pii stejném teplotnim profilu. Experimenty prokazujici tuto vlastnost
byly provedeny v laboratofi na Fakulté¢ chemické VUT.

Tab. 5 Prehled konkrétnich primerii pouZitych pri analyze

Primer Sekvence 5' —3' Délka amplikont [bp] | Zdroj
S2 F ATGCGATACTTGGTGTGAAT 500 [71]
S3R GACGCTTCTCCAGACTACAAT

AGS18 F CAATGGACGAGTAGGGGTGT 373 [72]
AGS18 R TTGGGTTTGGAGAGGTTTTG

PdCass F CCGTGAGGGCAGAGAGGGGG 364 [73]
PdCass R GCTCCCAAAAGGCCTCGTGCT

3.2.4.3 Ovéieni amplifikovatelnosti DNA

Ovéreni amplifikovatelnosti izolované DN A bylo provedeno metodou PCR, kde jako pozitivni
kontrola (PK) slouzila DNA sjiz ovéfenou amplifikovatelnosti. V piipadé kontroly
amplifikovatelnosti DNA z listi broskvoné a merunky byla vyuzita DNA z listu jabloné
¢1 maliniku, pfi ovéfeni amplifikovatelnosti DNA z pyré predstavovala PK DNA z listl
broskvoné a merunky. Pii kazdé analyze byla pfipravena i negativni kontrola (NK). Vsechny
vzorky byly piipraveny ve dvou opakovanich.

Vzorky, u kterych byla spektrometricky zméfena koncentrace nukleové kyseliny vyssi
nez 10 ng-ull, byly na tuto koncentraci nafedény. Pokud byl izolaéni vytézek nizsi,
byly do PCR sm¢si pievedeny 2 pl této DNA.

Zastoupeni jednotlivych komponent pii pouziti 1 pl a2 ul DNA je rozepsano v tabulce nize.

Tab. 6 Komponenty PCR smési pii overovani amplifikovatelnosti

Komponenta V [u]] V [ul]
PCR ultra H,O 9,5 8,5

SYTO-9 Master Mix 12,5 12,5
ITS-2 F 1 1
ITS-2R 1 1
templatova DNA 1 2
celkem 25 25

Po odméfeni celkem 24 pl ¢isté PCR smési do Eppendorfovy zkumavky byl ke smési pfeveden
1 nebo 2 ul analyzované DNA (celkovy obsah nukleové kyseliny 10 ng-plt). Prace probihala
V samostatném sterilnim boxu. Kazdy vzorek byl pfipraven ve dvou opakovanich. Jako dalsi
byly ve dvou opakovanich pfipraveny i zkumavky s negativni a pozitivni kontrolou.

34



Dobie uzaviené a popsané Eppendorfovy zkumavky s celkem 25 pl kapaliny byly vlozeny
do zasobniku piistroje Termocykler Rotor-Gene 6000. Po vyvazeni zasobniku a uzavieni vika
pfistroje byl v programu Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 nastaven teplotni profil analyzy
rozepsany v nasledujici tabulce. Po ukonceni procesu amplifikace bylo pfistoupeno
ke standardni analyze kiivek tani.

Tab. 7 Teplotni profil pii ovérovani amplifikovatelnosti DNA

Faze T [°C] t [s]

pocate¢ni denaturace 95 300
denaturace 95 30
hybridizace | 35-40 cykla 52 30
elongace 72 45
zaveérecna elongace 72 600

3.2.4.4 Amplifikace DNA z listit broskvoné a meruriky specifickymi primery
Amplifikace ovocné DNA se specifickymi primery byla provedena metodou PCR ve spojeni
s vysokorozliSovaci analyzou kfivek tani. Pro experimenty byly zvoleny specifické primery
AGS18 a PdCass.

Po odméfeni celkem 24 pl cisté PCR smési s jednim parem specifickych primeri
do Eppendorfovy zkumavky byl ke smési preveden 1 ul DNA ziedéné na koncentraci
10 ng-ult. Piesné slozeni PCR smési popisuje tabulka niZe.

Tab. 8 Komponenty PCR smési pri pouziti specifickych primeri

Komponenta V [ul]
PCR ultra H,0O 9,5
SYTO-9 Master Mix 12,5
Primer F 1
Primer R 1
templatovd DNA 1
celkem 25

Prace probihala v samostatném sterilnim boxu. Kazdy vzorek byl piipraven ve trech
opakovanich. Jako dalsi byly ve tfech opakovanich pfipraveny i zkumavky s negativni
kontrolou. Postup byl proveden zvlast’ pro primery AGS18 a primery PdCass.

Dobfte uzaviené a popsané¢ Eppendorfovy zkumavky s celkem 25 ul kapaliny byly vlozeny
do zasobniku pfistroje LightCycler® Nano Instrument. Po wuzavfeni vika pfistroje
byl v programu LightCycler® Nano SW 1.1 nastaven teplotni profil analyzy rozepsany
v Tab. 9. Po ukonceni procesu amplifikace bylo pfistoupeno k vysokorozliSovaci analyze
kfivek tani.
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Tab. 9 Teplotni profil PCR-HRM analyzy pri pouziti specifickych primeri

Faze T [°C] t[s]
pocatecni denaturace 95 600
denaturace 95 20
hybridizace 45 cykla 52 15
elongace 72 25
zaveéreCna elongace 72 300

temperace vzorkd pred HRM 50 60 AT [°C/s]

pocatek tani 50 60
konec tani 97 1 0,05

3.2.4.5 Optimalizace amplifikace DNA z listit — pouZiti 0,5 ul primerit PdCass
Z diavodu vyrazné nizsi tvorby specifickych produktii pfi pouziti primerd AGS18 bylo dalsi
experimentovani s témito primery ukonéeno a pokracovalo se vyhradné s primery PdCass.
U nich v8ak pfi teplotnim profilu uvedeném v Tab. 9 dochazelo k tvorbé nemalého mnozstvi
nespecifickych produktt. Proto bylo pfistoupeno k tipravé zastoupeni komponent v PCR smési
a nastaveni teplotniho profilu s cilem sniZeni mnoZstvi nespecifickych reakci.

Jednim ze zplsobu bylo snizeni koncentrace pouzitych specifickych primert. V ramci
ptipravy PCR smési bylo proto navrhnuto snizeni objemu primera PdCass z pavodniho 1 pl
na 0,5 pl. Konecné rozvrzeni komponent pak popisuje tabulka nize.

Tab. 10 Komponenty PCR smési pri pouziti 0,5 ul primeri PdCass

Komponenta V [ul]
PCR ultra H,O 10,5
SYTO-9 Master Mix 12,5
PdCass F 0,5
PdCass R 0,5
templatova DNA 1
celkem 25

Po odméteni celkem 24 pl ¢isté PCR smési do Eppendorfovy zkumavky byl ke smési preveden
1 ul DNA ziedéné na koncentraci 10 ng-ult. Prace probihala v samostatném sterilnim boxu.
Kazdy vzorek byl pfipraven ve tfech opakovanich. Jako dalsi byly ve tfech opakovanich
piipraveny i zkumavky s negativni kontrolou.

Dobie uzaviené a popsané Eppendorfovy zkumavky s celkem 25 ul kapaliny byly vlozeny
do zéasobniku pfistroje LightCycler® Nano Instrument. Po uzavfeni vika pfistroje
byl v programu LightCycler® Nano SW 1.1 nastaven teplotni profil analyzy rozepsany
v Tab. 9. Po ukonceni procesu amplifikace bylo pfistoupeno k vysokorozliSovaci analyze
ktivek tani.
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3.2.4.6 Optimalizace amplifikace DNA z listit — teplota elongace 65 °C

Pro dalsi snizeni mnozstvi nespecifickych produkti bylo pfistoupeno ke snizeni teploty
pfi elonga¢nim kroku z plvodnich 72 °C na 65 °C. Ktomuto kroku bylo pfistoupeno
az po vyhodnoceni piedchozich vysledkt.

Piprava vzorku probéhla stejné jako v kapitole 3.2.4.5.

Dobfe uzaviené a popsané¢ Eppendorfovy zkumavky s celkem 25 pl kapaliny byly vlozeny
do zéasobniku pfistroje LightCycler® Nano Instrument. Po uzavfeni vika pfistroje
byl v programu LightCycler® Nano SW 1.1 nastaven teplotni profil analyzy rozepsany
Vv tabulce nize. Po ukonceni procesu amplifikace bylo pfistoupeno k vysokorozliSovaci analyze
ktivek tani.

Tab. 11 Teplotni profil PCR-HRM analyzy pri teploté elongace 65 °C

Faze T [°C] t [s]
pocate¢ni denaturace 95 600
denaturace 95 20
hybridizace 45 cyklua 52 15
elongace 65 25
zaveérecna elongace 72 300

temperace vzorkd pred HRM 50 60 AT [°C/s]

pocatek tani 50 60
konec tani 97 1 0,05

3.2.4.7 Optimalizace amplifikace DNA z listiz — teplota hybridizace 54-62 °C
Pro dalsi snizeni vyskytu nespecifickych produkti bylo experimentovano s teplotou
ptfi hybridiza¢nim kroku. Byly provedeny analyzy se slozenim PCR smési identickym
jako v kapitole 3.2.4.5, avSak v teplotnim profilu bylo experimentovano s teplotami
hybridizace.

Konkrétné byly zvoleny teploty 54, 56, 58, 60 a 62 °C, pficemz zbylé parametry teplotniho
profilu zlstaly zachovany. Konkrétni provedené¢ zmény zobrazuje tabulka nize. Po ukonceni
procesu amplifikace bylo pfistoupeno k vysokorozliSovaci analyze kiivek tani.

Tab. 12 Teplotni profil PCR-HRM analyzy pri rozpéti teplot hybridizace 54—62 °C

Faze T [°C] t [s]
pocate¢ni denaturace 95 600
denaturace 95 20
hybridizace 45 cykla 54-62 15
elongace 65 25
zaveéreCna elongace 72 300

temperace vzorkl pred HRM 50 60 AT [°C/s]

pocatek tani 50 60
konec tani 97 1 0,05
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3.2.4.8 Amplifikace DNA z pyré s primery PdCass
U izolované DNA zpyré bylo provedeno méfeni koncentrace a cCistoty dle postupu
v kapitole 3.2.3. Ovéfeni amplifikovatelnosti se vénuje kapitola 3.2.4.3.

Po vyhodnoceni vysledkli dosavadnich analyz byla DNA izolovana z pyré amplifikovana
metodou real-time PCR s primery PdCass.

Pro vzorky 100B, 10M a 30M1 byla pouzita DNA izolovana CTAB protokolem s CaCly,
doPCR smési byl preveden vzdy 1 ul vzorku o obsahu nukleové kyseliny 10 ng-ult. Pro vzorky
30M2, 50M, 70M, 90M a 100M byla pouzita DNA piecisténa kitem GenElute a po neuspesné
amplifikaci (4.4.2) byla pouzita i DNA izolovana pouze CTAB protokolem s CaClz. Obsah
nukleové kyseliny ve vzorcich pre¢isténych kitem GenElute dosahoval 4-6 ng-ul?,
proto byly do PCR smési pievedeny vzdy 2 upl. Rozlozeni komponent v PCR smési
bylo identické jako v Tab. 10.

V ramci teplotniho profilu byla zvolena teplota hybridizace 62 °C, celkovou podobu profilu
pak popisuje tabulka nize. Po ukonfeni procesu amplifikace bylo pfistoupeno
k vysokorozliSovaci analyze kiivek tani.

Tab. 13 Konecny teplotni profil PCR-HRM analyzy DNA z pyré

Faze T [°C] t [s]
pocate¢ni denaturace 95 600
denaturace 95 20
hybridizace 45 cykla 62 15
elongace 65 25
zaveéreCna elongace 72 300

temperace vzorkt pred HRM 50 60 AT [°C/s]

pocatek tani 50 60
konec tani 97 1 0,05

3.25 HRM analyza

Po PCR sprimery PdCass bylo vzdy pristoupeno k analyze kiivek tani. Rozsah teplot
byl nastaven na 50-97 °C s postupnym naristem o 0,05 °C/s pfi analyzach se specifickymi
primery. Kiivky tani byly pfevedeny na jejich zaporné prvni derivace podle teploty, vysledky
byly dale diskutované v kapitole 4.

U derivovanych kfivek tani produkti se specifickymi primery bylo v softwaru LightCycler®
Nano plos$né nastaveno rozpéti redukce Sumu na 0,6 °C. Surové kiivky tani byly normalizovany
Vv teplotnim rozpéti 70-70,5 °C az 90-90,5 °C. Normalizované kfivky tani byly posléze
pievedeny na jejich diferenci (anglicky ,,difference plots®) se vzorkem B jako zakladnou (base).
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3.2.6 Agarézova gelova elektroforéza
Pro vizualizaci a snadnou orientaci ve vyslednych produktech po PCR byla jako dodatecna
metoda zvolena agar6zova gelova elektroforéza.

Pro analyzu amplikoni byl pfipraven 1,2% agarézovy gel. Na vahach bylo odvazeno 1,2 ¢
agar6zy, ktera byla smisena se 100 ml 0,5 x TBE pufru. Tento pufr byl pfipraven
desetindsobnym zfedénim 5 x TBE pufru, jez byl pfipraven odméfenim a smisenim 54 g
Tris-baze, 27,5 g kyseliny borité a 20 ml 0,5M EDTA a rozpusténim v 1 litru destilované vody.

Smés byla nésledné opakované povaiena v mikrovinné troubé do vzniku Cirého roztoku.
Po c¢asteéném vychladnuti bylo do stale tekutého gelu pfidano 5 ul interkalaéniho barviva
Midori Green a po promichani krouzivymi pohyby byl gel prelit do elektroforetické formy.
Gel byl zbaven bublinek, a nakonec byl vlozen hiebinek pro vytvoieni jamek na vzorky.
Jakmile gel uplné ztuhnul, hfebinek byl opatrné vyjmut a gel byl pfipraven na aplikaci vzork.

Po PCR analyze byly vzorky stoceny a ke kazdému vzorku bylo pfidano 5 pl nandseciho
pufru Red load. Vzorky fadn€ promisené s timto barevnym pufrem bylo moZné jednotlivé
davkovat do jamek gelu v objemech 10 pl. Délkovy standard FastGene 100 bp (Obr. 15)
byl davkovéan v objemu 5 pl.

Gel se vzorky byl vlozen do elektroforetické vany a byl opatmé zalit 0,5 x TBE pufrem.
Elektroforetickd vana byla uzaviena vikem, elektrody byly piipojeny ke zdroji elektrického
napéti Enduro 300 V a po nastaveni napéti na hodnotu 60 ¢i 80 V, v zavislosti na velikosti
pouzité elektroforetické vany, byla spusténa samotna elektroforéza.

Pti vizualizaci amplikont na gelu i pfi findlnim foceni gelu byl vyuZzit dokumentacni systém
Azure Biosystems c200. Ve stejnojmenném softwaru byly amplikony vizualizovany pomoci
UV zéfeni o vlnové délce 302 nm.

DNA Mass Base Pairs

(ng/5pt)
20 — 3,000
70 — 1,500
50 — 1,000
40 — 900
40 — 800
30 — 700
30 — 600
920 — 500
40 — 400
30 — 300
40 — 200
40 — 100

1.5 % TAE agarose gel

Obr. 15 Deélkovy standard pouzivany pri elektroforéze [74]
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Analyza DNA z ovocnych listii izolované CTAB protokolem

4.1.1 Spektrometrické stanoveni koncentrace a Cistoty

Koncentrace DNA izolované z listti broskvoné (B) a meruiiky (M) CTAB protokolem (postup
popsan v kapitole 3.2.2.1) byla stanovena metodou UV/VIS spektrometrie (podminky méfeni
v kapitole 3.2.3). U jednotlivych vzorkt byla proméfena absorpéni spektra v rozsahu vinovych
délek 220-350 nm (Obr. 16, vSechna spektra jsou pak predmétem Obr. 47 v piiloze), pfepoctem
dle absorbance pii 260 nm byla stanovena koncentrace DNA, poméry absorbanci A260/280
a Aze0/230 slouzi jako ukazatele Cistoty DNA. Pokud pomér Azeo/280 klesne pod hodnotu 1,8,
znaci to kontaminaci proteiny, hodnota poméru Azeor2z0 nizsi nez 2,0 indikuje kontaminaci
zbytky ¢inidel pouzitych pii izolaci nebo fenolickymi latkami [40].

Izolace DNA z ovocnych listii byla provedena ve dvou sériich, pficemz u kazdé série
byla tiikrat proméfena koncentrace (Tab. 19 v piiloze). Hodnoty byly pozdéji zprimérovany
a opatfeny smérodatnou odchylkou (Tab. 14).

Izolaci DNA z broskvoné byl ziskan vytézek nejvyse (14,9 + 2,5) ng-ul?, z vyslednych
pomera A260/280 Ize vyCist mirnou kontaminaci proteiny. Hodnoty A260/230 ukazuji na vysoké
zne€isténi Cinidly a fenolickymi latkami.

Vytézky DNA z listu merufiky jsou obecné mnohem niz§i, nejvyse (4,4 + 0,2) ng-pll.
Hodnoty pomérii absorbanci ukazuji na zvySené zaneseni vzorkli proteiny i fenolickymi
latkami. Divodem pfitomné kontaminace muze byt pouziti starSich listi merunky,
které zpravidla obsahuji vyssi koncentrace polyfenolti a terpenovych latek nez mladé listy [75].

Tab. 14 Priumérné hodnoty koncentrace a cistoty DNA izolované z ovocnych listii CTAB protokolem
(B = broskvon, M = merunka)

List

Opakovani

c[ng-pl”]

Azeo

Azso

A260/280

A260/230

B

1

108+14

0,22 +0,03

0,13 +0,02

1,69 +0,07

0,89 +0,01

149+25

0,30 + 0,05

0,18 + 0,05

1,7+0,1

0,84 +0,01

M

3,1+0,3

0,06 +0,01

0,05+0,01

1,16 £ 0,03

0,53 +0,06

2
1
2

44+0,2

0,09 +0,00

0,07 +0,00

1,23 +£0,04

0,51 +0,02

0,9 1
0,8 1
0,7
0,6 1
0,5 1
0,4
0,3 1
0,2 1
0,1 +

0 -

ALl

-0,1

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

A [nm]

Obr. 16 Absorpcni spektra DNA izolované z ovocnych listi CTAB protokolem
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4.1.2 Ovéreni amplifikovatelnosti

U vzorkli B a M byla ovérena jejich amplifikovatelnost pomoci real-time PCR pfi pouziti
primert ITS-2 (postup popsan v kapitole 3.2.4.3). Na Obr. 17 Ize vidét, Ze uc¢inna amplifikace
nastala pouze u PK (DNA z listu maliniku). Vzorky B a M se nepodafilo u¢inné amplifikovat.
Inhibici PCR pravdépodobné zpusobily piitomné polyfenoly a polysacharidy, které byly
ve vzorcich potvrzeny UV/VIS spektrometrii.

100

80
= 60

40
5 10 15 20 25 30 35

Cyklus
B —M —PK —NK

Obr. 17 Amplifikacni krivky DNA z broskvoné a merurky izolované CTAB protokolem

Z derivovanych kiivek tani (Obr. 18) Ize stanovit Tm specifického produktu PK na 92,5 °C.
Amplifikaci vzorki B a M vznikly pouze nespecifické produkty podobného charakteru
jako v piipadé NK (vétsinou dimery primerti) [52].

|

90 95

B —M —PK —NK

Obr. 18 Derivované krivky tani amplikonit DNA z broskvoné a merurky izolované CTAB protokolem
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4.2 Analyza DNA z ovocnych listii izolované kitem EliGene Plant

4.2.1 Spektrometrické stanoveni koncentrace a Cistoty

ProtoZe izolaci DNA z ovocnych listd podle CTAB protokolu 1 po pieciSténi kitem GenElute
(postup v kapitole 3.2.2.2) byla ziskana DNA siln¢ kontaminovana fenolickymi a dal$imi
latkami (Tab. 20), coz zapficinilo netispésnou amplifikaci vzorki, bylo pfistoupeno k izolaci
DNA prostiednictvim kolonkového kitu EliGene Plant (postup popsan v kapitole 3.2.2.3).

Koncentrace izolované DN A byla stanovena metodou UV/V 1S spektrometrie, pficemz kazdy
vzorek byl proméfen ttikrat (kapitola 3.2.3). U kazdého vzorku bylo proméfeno absorpéni
spektrum, z absorbance pii 260 nm byla stanovena koncentrace DNA, z absorbanci
pii 230 a280 nm byla vyvozena Cistota vzorkt (Tab. 21 v pfiloze). Hodnoty byly poté
zpramérovany a opatieny smérodatnou odchylkou (Tab. 15).

Z listu broskvoné bylo izolovano (71,4 +0,2) ng-ult DNA, koncentrace DNA ziskana z listu
meruiiky Cinila (56,9 + 0,1) ng-plt. Poméry absorbanci u obou vzorkd indikuji pouze mirnou
kontaminaci fenolickymi latkami ¢i izolacnimi Ccinidly. Vyrobee izola¢niho kitu uvadi,
7e je postup optimalizovan pro izolaci DNA z listu broskve, coz mtize byt divodem vyssiho
vytézku u tohoto vzorku [69].

Tab. 15 Priumeérné hodnoty koncentrace a cistoty DNA izolované z ovocnych listit kitem EliGene Plant
(B = broskvon, M = merurnka)

List c [ng-pl?] Azeo Aazgo Az60/280 Az60/230
B 71,4+0,2 1,43 +£0,00 0,68 +0,01 2,08 +£0,01 1,99 £0,01
M 56,9+0,1 1,14 +£0,00 0,54 £ 0,00 2,10 +£0,01 1,97 £0,02
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Obr. 19 Absorpcni spektra DNA izolované z ovocnych listii Kitem EliGene Plant

4.2.2 Ovéreni amplifikovatelnosti
Po stanoveni Cistoty a koncentrace izolované DNA bylo pfistoupeno k ovéteni jeji amplifi-
kovatelnosti PCR analyzou s primery 1TS-2 (postup v kapitole 3.2.4.3).

Z amplifikacnich kiivek (Obr. 20) Ize vycist, ze se vzorky B i M podafilo tspésné
amplifikovat. Pfi zvoleném teplotnim profilu byl zaznamenan pocatek amplifikace vzorku B
po 18. cyklu, u vzorku M jiz po 15. cyklu.
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Obr. 20 Amplifikacni krivky DNA z broskvoné a merunky izolované kitem EliGene

Derivované kiivky tani (Obr. 21) zobrazuji Tm specifickych produkti z B a M kolem 94 °C.
Jako PK byla pouzita DNA z listu jablonég, jejiz amplikon absahuje vice center tani, coz ma
za nasledek komplexni profil kiivek tani [52]. U PK, B a M nebyly detekovany dimery primert
viditelné v negativni kontrole.
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B —M —PK —NK
Obr. 21 Derivované krivky tani amplikonit DNA z broskvoné a merunky izolované kitem EliGene

Elektroforeogram analyzy potvrzuje ptitomnost specifickych produktd s délkou amplikont
kolem 500 bp u vSech vzorki s vyjimkou negativni kontroly, u které lze vidét jen kratké
fragmenty dimert primerti v dolni ¢asti Obr. 22.
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Obr. 22 Elektroforéza produktit po amplifikaci DNA z listit broskvoné a merunky izolované
kitem EliGene (1, 2 — NK, 3,4 —PK, 5,6 — B, 7, 8 — M, 9 — délkovy standard)

4.2.3 Amplifikace DNA se specifickymi primery AGS18

Po ovéteni amplifikovatelnosti DNA izolované z ovocnych listii byly tyto DNA amplifikovany
dvéma riznymi pary specifickych primera (postup uveden v kapitole 3.2.4.4). Oba pary
primerti byly zvoleny pro jejich schopnost amplifikovat specifické useky DNA jak u broskvoné,
tak u meruiiky. Podminkou navic bylo, aby amplikony poskytovaly tvarem vyrazné odlisné
kiivky tani.

Prvnim z part jsou primery AGS18, pomoci nichz byla specificky amplifikovana ptedevsim
merunkova DNA [72]. Derivované kiivky tani (Obr. 23) tuto schopnost u vzorkti M potvrdily,
avSak velmi omezené. Soucasné vzniklo velké mnozstvi nespecifickych produkttiau vzorka B
k u¢inné amplifikaci viibec nedoslo.

25 — B
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Obr. 23 Derivované krivky tani amplikonit DNA z listii broskvone a merunky s primery AGS18
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Oveéfeni vysledki analyzy gelovou elektroforézou (Obr. 24) potvrdilo vyskyt malého mnozstvi
specifickych produktt s délkou kolem 400 bp u dvou vzorkli M (béh 8, 9). Zbyly obsah vzorki
se na gelu ukazal jako nespecifické produkty s délkou amplikont nizsi nez 100 bp.

il 2 3 e B fual 850

1500 bp

500 bp
300 bp

Obr. 24 Elektroforéza produktit po amplifikaci DNA z listii broskvoné a meruriky s primery AGS18
(1,2,3-NK,4,5,6-B,7,8,9-M, 10 — délkovy standard)

4.2.4 Amplifikace DNA se specifickymi primery PdCass

Amplifikace se specifickymi primery PdCass probihala za stejnych podminek jako v piipadée
primerd AGS18 (postup v kapitole 3.2.4.4). Zde jiz doslo k Gi¢inné amplifikaci u vzorkti Bi M
(Obr. 25). Teplota tani specifickych produkttiu B se pohybuje kolem 84 °C, profil kiivky tani
vedle specifickych produkti i ke vzniku velkého mnozstvi nespecifickych produktu,
které svymi piky zasahuji do pikli pozadovanych amplikond (rozmezi teplot 72-87 °C).
Tato skuteCnost znemoziuje konkrétni vymezeni jejich pika a urceni jejich Tm.
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Obr. 25 Derivované krivky tani amplikoni DNA z listit broskvoné a merunky s primery PdCass
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Vysledek gelové elektroforézy (Obr. 26) zobrazuje bandy specifickych produkti s délkou
amplikonti kolem 350 bp u vSech vzorkd. Hned pod nimi se ale nachazeji vyraznéjsi bandy
nespecifickych produktii, coz indikuje jejich vysSi zastoupeni. Negativni kontrola obsahuje
pouze oligo- ¢i dimery primert krat$i nez 100 bp. V oblasti bandi specifickych produkti NK
nebyly detekovany zadné produkty, které by nazna¢ovaly kontaminaci cizorodou DNA.

Obr. 26 Elektroforéza produktii po amplifikaci DNA z listii broskvoné a merunky s primery PdCass
(1,2,3-NK,4,5,6-B,7,8,9-M, 10 — délkovy standard)

4.2.5 Optimalizace PCR - pouziti 0,5 pl primera PdCass
Protoze amplifikaci s primery AGS18nedoslo k uc¢inné amplifikaci obou vzorkt, byly z dalSich
experimentti vylouceny a pokracovalo se pouze s primery PdCass.

Aby bylo mozné primery pouzit pro amplifikaci DNA izolované z modelovych pyré,
byla dalsim logickym krokem optimalizace PCR za ucelem sniZeni koncentrace nespecifickych
produkt. Optimalizace na trovni zastoupeni komponent v PCR smési byla provedena
snizenim objemu pouzitych primert z pivodniho 1 pl na 0,5 pl (popsano v kapitole 3.2.4.5).

Primery se zpravidla vyskytuji v reakéni smési v mnohem vysSich koncentracich nez matrice
amplifikované DNA, coz je pii€inou jejich hybridizace a vznikem homo- ¢i hetero-dimert.
Snizeni jejich koncentrace vyznamné omezuje tento jev a redukuje vznik nespecifickych
nizkomolekularnich sekvenci [76].

Pii porovnani Obr. 25 a Obr. 27 1ze sice pozorovat sniZeni intenzity fluorescen¢niho signalu,
avSak dochazi i k mirnému ustoupeni pikt nespecifickych produktd do nizSich teplot tani
(rozmezi teplot 71-86 °C).
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Obr. 27 Derivované kiivky tani amplikonii DNA z broskvoné a merunky po pouziti 0,5 ul primerii

Ve vysledcich gelové elektroforézy (Obr. 28) nelze oproti minulé analyze pozorovat vyrazné

zmény.

1500 bp

500 bp

300 bp

Obr. 28 Elektroforéza produktit po amplifikaci DNA z listit broskvoné a merunky pri pouziti
0,5 ul primerit PdCass (1,2,3-NK, 4,5,6 -B, 7,8,9 - M, 10 — délkovy standard)
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4.2.6 Optimalizace PCR — zména teploty elongace na 65 °C
Optimalni teplota pro ¢innost Taq-polymerazy je 72 °C, proto je tato hodnota standardné
pouzivana v mnoha protokolech jako teplota elongace [77]. V ptipadech, kdy amplifikovany
usek obsahuje vyssi podil A a T bazi je vyhodné pouzit nizsi teploty do 60 °C [78].

Jako nasledujici optimalizaéni krok bylo pfistoupeno ke snizeni elongaéni teploty
Z ptvodnich 72 °C na 65 °C. Zména teplotniho profilu napomohla dalS§imu snizeni vyskytu
nespecifickych produktii (rozmezi teplot 68-85 °C) a posunula konec tani specifickych

produkti k 90 °C.
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—NK
20 1 / \A
5 . |
T 15 1 \ l
? e
1,0 1 /\/‘\\\
0,5 4 - —_— \
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Obr. 29 Derivované krivky tani amplikonit DNA z broskvoné a merunky p¥i teploté elongace 65 °C

Zména teplotniho profilu se projevila pouze na tvaru kiivek tani amplikond.
Na elektroforeogramu (Obr. 30) Ize u vzorkti B a M opét vidét bandy specifickych sekvenci
o délce 350 bp a ihned pod nimi jasné bandy nespecifickych produkti.

123456789 10

1500 bp

500 bp

300 bp

Obr. 30 Elektroforéza produktit po amplifikaci DNA z listit broskvoné a merunky pri teploté
elongace 65 °C (1, 2,3 -NK, 4,5,6 - B, 7, 8,9 — M, 10 — délkovy standard)
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4.2.7 Optimalizace PCR — zména teploty hybridizace na 54—62 °C

Teplota hybridizace (Ta) uzce souvisi s teplotou tani primerit (Tm) a voli se pravé na zakladé
volby konkrétnich primerd. Spravna teplota hybridizace je zasadni pro G¢inné vytvofeni jejich
komplexu s matrici DNA na zvoleném specifickém misté [77]. Pro vypocet Tm existuji ruzné
vzorce, pro svoji jednoduchost je oblibeny vzorec (6) zminény v kapitole 2.4.4.1, Ta se poté
voli zpravidla o 1-2 °C nizsi.

Nasledujici grafy (Obr. 31 a Obr. 32) ukazuji tvar derivovanych kfivek tani produkti PCR
pii teplotach hybridizace 54—62 °C jednotlivé pro DNA z broskvon¢ a DNA z meruriky.

V piipadé DNA z broskvoné dochéazi zvySovanim teploty hybridizace ke snizovani Tm
specifickych produktl. Pii teploté hybridizace 54 °C byla teplota tani specifickych produkti
stanovena na 86 °C, coz byla nejvy$§i naméfend teplota. ZvySenim teploty hybridizace
na 56 °C bylo dosaZzeno sniZzeni Tm amplikon na 83 °C. Béhem PCR s teplotou hybridizace
58 °C 1 62 °C taly specifické produkty se stejnym trendem pii 82 °C. Skokové snizeni Tm
na 79 °C bylo zaznamenano pfi nastaveni teploty hybridiza¢niho kroku na 60 °C. Porovnanim
derivovanych kiivek tani amplikonti pii 54 °C a 62 °C si Ize povSimnout zizeni teplotnich
intervalt,, kdy dochazelo k tani vzniklych produktt. U teploty hybridizace 54 °C ¢inil rozdil
teplot mezi poc¢atkem a koncem tani 20 °C, zatimco u hybridizace pt 62 °C pouze 16 °C. Zména
teplotniho nastaveni hybridiza¢niho kroku témét neméla vliv na intenzitu vystupniho signalu
fluorescence.
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Obr. 31 Derivované krivky tani amplikonit DNA z broskvoné pri teplotach hybridizace 54-62 °C

Porovnanim ptedchozich vysledkii analyz s Obr. 32 si Ize pov§imnout zjednoduseni teplotniho
profilu kiivek tani u specifickych produktt z DNA merunky, kde bylo zvySenim hybridiza¢ni
teploty dosazeno sjednoceni Tm V jeden pik. Analogicky k vysledkim HRM analyzy DNA
Z broskvon¢ mélo 1 zde zvySovani hybridizacni teploty za nasledek snizovani Tm specifickych

v

(54 °C). Pti teploté hybridizace 56 °C odpovidala teplota tani 83 °C. Velmi podobné si byly Tm
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pfti teplotach hybridizace 58 °C a 62 °C, kolem 82 °C. U 62 °C vs$ak bylo dosazeno vyrazné
teploty tani (79 °C) byla naméfena pii teploté hybridizacniho kroku 60 °C. Stejné jako
u Obr. 31 méla zvySujici se teplota hybridizace vliv na velikost teplotniho intervalu tani
produktti PCR. Pfi teploté hybridizace 54 °C tvofil rozdil mezi pocatkem a koncem tani 20 °C,
zatimco pii 62 °C byl tento rozdil pouze 16 °C.
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Obr. 32 Derivované krivky tani amplikonit DNA z meruriky pri teplotach hybridizace 54-62 °C

Elektroforeogramy produktt analyz (Obr. 33 a Obr. 34) ve vSech vzorcich ukazuji Cisté
negativni kontroly, coz lze fici dle svétlych oblasti ve spodni ¢asti gelu, jeZ indikuji oligomery
primert, které dle délkového standardu dosahuji maximalni délky 200 bp. V ptipadé
kontaminace cizorodou DNA by v pribéhu PCR doslo k mnohacetné amplifikaci urcitého
useku, coz by se na gelu projevilo zietelnym bandem v hornich ¢astech gelu.

Ve vzorcich B a M si lze pov§imnout postupného snizeni koncentrace nespecifickych
produktii s délkou sekvenci 500 bp a vice. Zatimco pfi teploté hybridizace 54 °C jsou oblasti
téchto produktti vyrazné, coz vypovida o jejich vyssi koncentraci, pii 62 °C témét doslo k jejich
vymizeni.

U piedchozich elektroforeogramii obsahovaly béhy ovocnych vzorkli dva zietelné bandy
v oblastech 250-350 bp. Dle Ziarovské a kol. méla PCR analyza s primery PdCass poskytovat
amplikony dlouhé 364 bp [73]. S touto informaci bylo proto pracovano pii popisu vysledkt
predchozich gelti. Snaha o optimalizaci procesu PCR s cilem snizeni mnozstvi nespecifickych
produktii vSak odhalila, ze amplifikovany tisek dosahuje délky mirné pod 300 bp. Nejlépe Ize
tuto skutecnost vycist ze vzhledu bandt béht 13—-18 na Obr. 34, kde jsou i pies vysokou
specifitu reakce nejvyrazn€jsi bandy pfi priblizné 250 bp.

Na zéklad¢ tvorby nejmensiho mnoZstvi nespecifickych produktf byla pro PCR analyzu
ovocnych pyré se specifickymi primery PdCass zvolena teplota hybridizace 62 °C.
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Obr. 33 Elektroforéza produktit po amplifikaci DNA z listit broskvoné a merunky p¥i teplotach
hybridizace 54-58 °C (54 °C: 1, 2, 3-NK,4,5,6 - B, 7,8,9—- M, 56 °C: 10, 11, 12 — NK,
13,14,15-B,16,17,18 — M; 58 °C: 19, 20, 21 —NK, 22, 23, 24 — B, 25, 26, 27 — M;

28 — délkovy standard)
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Obr. 34 Elektroforéza produktit po amplifikaci DNA z listit broskvoné a merunky pri teplotach
hybridizace 60-62 °C (60 °C: 1,2, 9-M, 3,4,5-B,6,7,8 - NK; 62 °C: 10, 11, 12 — NK,
13, 14,15 - B, 16, 17, 18 — M; 19 — délkovy standard)
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4.3 Analyza DNA z pyré izolované CTAB protokolem s CaCl,

4.3.1 Spektrometrické stanoveni koncentrace a Cistoty

Z lyofilizovanych pyré byla izolovana DNA dle CTAB protokolu, kde byl zafazen krok
s piidavkem CaClz pro vysrazeni polysacharidd, na které jsou plody ovoce bohaté (postup
v kapitole 3.2.2.4). Bylo potvrzeno, Ze polysacharidy vyznamné inhibuji PCR. Piidavek CaClz
pfispiva K jejich vysrazeni, izolovana DNA pfitom setrva v roztoku [62].

Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA bylo provedeno metodou UV/VIS
spektrometrie (vice v Kapitole 3.2.3). 1zolace DNA byla provedena ve dvou sériich, pfi¢emz
u kazdé série byla tiikrat prométena koncentrace (Tab. 22 v ptiloze). Hodnoty byly pozdé&ji
zpramérovany a opatieny smérodatnou odchylkou (Tab. 16).

Prométenim absorp¢niho spektra (Obr. 35, veskera spektra jsou pak predmétem Obr. 48
uvedeného v pfiloze) Vrozmezi vinovych délek 220-350 nm byly pfi 260 nm vypocteny
koncentrace nukleové kyseliny, hodnoty pfi 230 nm a 280 nm slouzily pro vypocet Cistoty
DNA.

U vytézki DNA zpyré lze vidét klesajici trend smérem ke 100% merunice. Z pyré
obsahujiciho pouze broskev (100B) bylo dosazeno vytézku az (125,1 +8,5) ng-ult, u vzorku
obsahujiciho 50 % merunikové slozky (50M) to bylo (23,3 + 1,0) ng-ul?l, vytézek u 100%
merufiky (100M) uz dosahoval pouze (17,6 +1,4) ng-ul?.

Pomér A260/280, indikujici kontaminaci proteiny, byl napfi¢ vzorky stanoven v podobné vysi
kolem hodnoty 1,7, coz zna¢i mirné znecisténi proteiny. Ze vSech vzorkl byl stanoven nejvyssi
stupent kontaminace u vzorkii 100M. Parametr A2zeo/230, indikujici kontaminaci fenolickymi
latkami ¢i jinymi organickymi ¢inidly, sleduje podobny klesajici trend smérem ke vzorkiim
100M jako u koncentrace DNA. Stale vyssi odchylka od hodnoty 2,0 znaci postupné zaneseni
vzorkl pravdépodobné fenolickymi latkami. Vzhledem k identickému izolacnimu postupu
je nutné piihlédnout k charakteru pouzitého ovoce. Plody meruiiky se obecné vyznacuji vyssim
obsahem rozlicnych fenolickych latek nez plody broskve. Pro efektivnéjsi odstranéni fenold
by bylo nutné optimalizovat izolacni protokol konkrétné pro vzorky obsahujici vyssi podil
merunky.

Tab. 16 Primérné hodnoty koncentrace a cistoty DNA izolované z pyré CTAB protokolem s CaCl,

(100B — 100% broskev, 10M — 10% merunka, 30M — 30% merurika, 50M — 50% merurika,
70M — 70% merunka, 90M — 90% merunika, 100M — 100% merurnka)

Pyré | Opakovani | c [ng-ul?] Azeo Azgo Az60/280 Az60/230
1 125,1+8,5 25+0,2 15+0,1 1,64 +0,00 | 1,71 +0,00
1008 2 73,9+09 | 1,48+0,02 | 0,88+0,01 | 1,68+0,01 | 1,95+0,01
1 109,1+16 | 2,18+0,03 | 1,22+0,02 | 1,79+0,01 | 1,70+0,01
10M 2 56,2+3,3 | 1,12+0,07 | 0,60+0,04 | 1,88 +0,02 21+0,1
30M 1 80,7+5,4 1,6 £0,1 0,91+0,06 | 1,78+0,00 | 1,48 +0,03
2 84,0+0,7 | 168+0,01 | 0,92+0,01 | 1,82+0,00 | 1,38+0,02
1 23,3+1,0 | 0,47+0,02 | 0,25+0,01 | 1,84 +0,02 | 1,07 +0,01
SOM 2 195+1,1 | 0,39+0,02 | 0,22+0,01 | 1,75+0,05 | 1,37 £0,02
1 218+16 | 0,44+0,03 | 0,26+0,01 | 1,68+0,08 | 0,70+0,03
oM 2 129+0,7 | 0,26 +0,01 | 0,25+0,01 | 1,71+0,03 | 0,74 £0,00
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Tab. 16 — pokracovani: Priimérné hodnoty koncentrace a cistoty DNA izolované z pyré CTAB
protokolem s CaCl, (100B — 100% broskev, 10M — 10% merurika, 30M — 30% merurika,
50M — 50% merunka, 70M — 70% meruitka, 90M — 90% meruinka, 100M — 100% merurnka)

Pyré | Opakovani | c [ng-pl?] Azso Azgo Az60/280 Az60/230
1 25,2+0,9 | 050+0,02 | 0,28+0,01 | 1,82+0,01 | 0,57 +0,01
90M 2 246+0,2 | 0,49+0,00 | 0,29+0,01 | 1,71+0,06 | 0,66 +£0,01
100M 1 95+0,6 0,19+0,01 | 0,12+0,00 | 1,53+0,06 | 0,98 +0,07
2 176+14 | 0,35+0,03 | 0,22+0,02 | 1,60+0,01 | 0,53 +0,02

Absorp¢ni spektra (Obr. 35) ukazuji vyrazné rozdily v hodnotach pii A260 mezi vzorky
obsahujici vyssi podily broskve (Cervené kiivky) a vyssi podily meruniky (zelené kiivky).

Maximalnich hodnot absorbance by vzorky DNA mély dosahnout pfi vystaveni 260 nm,
coz odpovida vlnové délce, pti které nejvice absorbuji dusikaté baze nukleovych kyselin.
Pii 230 nm by naopak mél byt zaznamenan vyrazny propad v absorbanci a hodnoty pti 280 nm
by u absorpénich kiivek méli odpovidat jejich inflexnimu bodu [79].

Optimalnimu tvaru absorp¢ni kiivky nejvice odpovidaji vzorky s vys$sim obsahem broskve
S maximem absorbance 2,3. Zbyla pyré s obsahem merunky 50 % a vice jiz dosahuji maximalni
absorbance pouze 0,5. Toto vyrazné snizeni pfi 260 nm potvrzuje nizsi koncentrace izolované
DNA. Pfi 230 nm k tak vyraznému poklesu nedoslo, coz znaci pfitomnost kontaminace
(fenolické latky, ¢inidla pouzita pro izolaci).

—100B
—10M

All

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
A [nm]

Obr. 35 Absorpcni spektra DNA izolované z pyré CTAB protokolem s CaCl,

4.3.2 Ovéreni amplifikovatelnosti
Pied PCR analyzou se specifickymi primery PdCass bylo nutné otestovat amplifikovatelnost
izolovanych DNA PCR reakei s primery ITS-2 (kapitola 3.2.4.3).

Uspésné byla amplifikovana DNA pouze u vzorkid 100B, 10M a 30M a u pozitivnich kontrol
(B a M), jak lze vidét z amplifika¢nich kiivek (Obr. 36). Amplifikaci ostatnich vzorkt
pravdépodobné inhibovala pfitomnost vyssi koncentrace fenolickych latek.

Pocatek amplifikace vzorkti M byl zaznamenan u 16. cyklu, u vzorkti B amplifikace nastala
kolem 20. cyklu, vzorky pyré zapocaly amplifikaci kolem 22. cyklu.
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Obr. 36 Amplifikacni kiivky DNA izolované z pyré CTAB protokolem s CaCl,

Derivované kiivky tani (Obr. 37) potvrzuji vznik specifickych produktti pouze u vzorkti 100B,
10M a 30M spikem pii 94 °C. Diky vysokému obsahu broskvové slozky se kiivky tani
piislusejici vzorkim 100B, 10M a 30M podobaji spiSe kiivkdm pozitivnich kontrol s DNA
broskvoné a specifické produkty maji velmi podobnou Tm kolem 93-94 °C. DNA izolovana
Z pyré s obsahem merunky 50 % a vyse obsahuji pouze dimery primerti typické pro NK.

‘30 i

55 60 65 70

75 80 8 90 95
1 Pe]
—100B —10M 30M 50M 70M —90M —100M
—B —M —NK
Obr. 37 Derivované krivky tani amplikonii z pyré po izolaci CTAB protokolem s CaCl,

Vysledky PCR analyzy byly pro kontrolu podrobeny gelové elektroforéze (Obr. 38). Viditelné
bandy specifickych produktl je mozné pozorovat u obou pozitivnich kontrol a u vzork 100B,
10M a jednoho béhu 30M. Zbyl¢ béhy analyzovanych vzorkd a negativni kontroly obsahuji
pouze kratké fragmenty nespecifickych produkti.
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Obr. 38 Elektroforéza produktit po amplifikaci DNA izolované z pyré CTAB protokolem s CaCl,
(1,2-NK,3,4-B,5,6-M,7,8-100B,9,10-10M,11,12 - 30M, 13, 14 — 50M, 15, 16 — 70M,
17,18 — 90M, 19, 20 — 100M, 21 — délkovy standard)

4.4 Analyza DNA z pyré po preciSténi kitem GenElute

441 Spektrometrické stanoveni koncentrace a Cistoty

Po neuspesném ovétreni amplifikace u vzorkl s 50% podilem merunky a vice, a neispéSném
prokdzani specifickych produktti gelovou elektroforézou v 2. béhu vzorku 30M bylo
pfistoupeno k precisténi téchto vzorkd kitem GenElute s cilem ziskat amplifikovatelnou DNA
(postup uveden v kapitole 3.2.2.5).

Jako v predeslych piipadech byla koncentrace a Cistota precisténé DNA stanovena metodou
UV/VIS spektrometrie (kapitola 3.2.3). Byla proméfena absorpéni spektra (Obr. 39, spektra
vSech vzorkt jsou pfedmétem Obr. 49 v piiloze) a z absorbance pii vinovych délkach 230, 260
a 280 nm byla vypoctena koncentrace a Cistota precisténé DNA. Méfeni bylo u kazdého vzorku
opakovano tfikrat (Tab. 23 v priloze), hodnoty byly pozdé&ji zprimérovany a opatfeny
smerodatnou odchylkou (Tab. 17).

Porovnanim hodnot mezi Tab. 16 a Tab. 17 Ize vidét skokovy ubytek v koncentracich DNA,
kde se po precisténi jeji obsah pohybuje kolem 5 ng-plt. Kvili obecné nizkym hodnotdam
absorbance blizkym nule se zménily vysledné poméry absorbanci a ukazuji jeSté silnéjsi
kontaminaci organickymi ¢inidly. Také mohlo dojit k zaneseni vzorkt ¢asteckami materialu

z kolonky.
Tab. 17 Priimérné hodnoty koncentrace a cistoty DNA z pyré po precisténi kitem GenElute
(30M — 30% merunka, 50M — 50% merurika, 70M — 70% meruiika, 90M — 90% meruiika,
100M — 100% merurika)

Pyré ¢ [ng-ul?] Azeo Azgo Az60/280 Az60/230

30M2 52+0,6 0,11 +£0,01 0,08 £0,01 1,35+0,02 0,57 £0,01
50M 5,27 £0,05 0,11 +0,00 0,11+ 0,00 0,98 +0,03 0,70 £0,02
70M 45+0,02 0,09 +0,00 0,08 £0,01 1,15+ 0,03 0,62 +0,02
90M 5,80 + 0,08 0,12 +0,00 0,11 +0,00 1,02 +0,07 0,56 + 0,03
100M 6,7+0,7 0,13+0,01 0,14 £ 0,01 0,93+ 0,05 0,63 +0,03
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Obr. 39 Absorpcni spektra DNA izolované z pyré po precisteni kitem GenElute

4.4.2 Ovéreni amplifikovatelnosti

Pii ovétovani amplifikovatelnosti bylo z divodu nizké koncentrace DNA nutné pouziti 2 pl
misto 1 ul DNA, délka amplifikace byla manualné prodlouzena na 40 cykli (podrobnéji
v kapitole 3.2.4.3).

Po precisténi byly vzorky 30M2, 50M, 70M, 90M i 100M uspésné¢ amplifikovany,
ale ve srovnani se vzorky 100B, 10M a 30M1 zacala amplifikace pozdé&ji (ve 29. cyklu),
1 kdyz byla pouzita stejnd mnozstvi DNA To mohlo byt zplsobeno piitomnosti zbytkil
organickych ¢inidel ¢i soli pouZitych pii izolaci DNA, ktery precistovaci kit nebyl schopny
odstranit. Mozné je i zaneseni vzorkl ptecistovacim pufrem pouzitym pii postupu s Kitem
GenElute.
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Obr. 40 Amplifikacni krivky DNA izolované z pyré po precisténi kitem GenElute
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Derivované ktivky tani (Obr. 41) odhaluji vznik malého mnozstvi specifickych produkti
u vzorkli DNA z pyré v oblastech pikii pozitivnich kontrol B a M s Tm V rozmezi 93-95 °C.
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Obr. 41 Derivované krivky tani amplikonu z pyré po precisteni kitem GenElute

Specifické produkty ve vzorcich 30M2, 50M, 70M, 90M i 100M byly potvrzeny gelovou
elektroforézou (Obr. 42), kde jsou bandy jasné viditelné pii délkach amplikonu 500 bp.
Negativni kontroly neodhalily kontaminaci pouzitych PCR komponent cizi DNA.
Byly detekovany pouze dimery primert s délkou sekvenci niZsi nez 100 bp.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16

1500 bp

500 bp

Obr. 42 Elektroforéza produktit po amplifikaci DNA z pyré po precisteni kitem GenElute
(1,2-NK,3,4-B,5,6-M,7,8-30M2,9,10-50M, 11, 12 — 70M, 13, 14 — 90M,
15, 16 —100M, 17 — délkovy standard)
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4.5 PCR analyza DNA z pyré se specifickymi primery PdCass
Po ziskdni DNA schopné amplifikace ze vSech vzorkii pyré bylo pfistoupeno k PCR
se specifickymi primery PdCass (postup uveden v kapitole 3.2.4.8).

Nejprve byla provedena PCR se vzorky s ovéfenou amplifikovatelnosti. DNA ze vzorku
100B, 10M a 30M byla ziskana izolaci CTAB protokolem s CaCl. (kapitola 3.2.2.4), vzorky
30M2, 50M, 70M, 90M a 100M podstoupily ptecisténi (kapitola 3.2.2.5). Specifické produkty
byly detekovany pouze u vzorki 100B, 10M a 30M1.Ve vzorcich 30M2, 50M, 70M, 90M
a 100M nebyly specifické produkty detekovany (derivované kiivky tani a normalizované kiivky
tani jsou pfedmétem Obr. 50 a Obr. 51 v ptiloze).

PCR byla proto zopakovana se vzorky izolovanymi pouze CTAB protokolem s CaClz.
Obr. 43 zobrazuje vzorky 100B az 30M s jasnymi bandy specifickych produktt kolem 250 bp,
ve vzorcich 50M jsou bandy mén¢ intenzivni, ovSem stale zietelné viditelné. U ostatnich béht
nebyly specifické produkty detekovany. Lze vidét pouze kratké nespecifické sekvence
pod 200 bp.
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Obr. 43 Elektroforéza produktit po amplifikaci DNA z pyré s primery PdCass
(1,2-NK,3,4,5-B,6,7,8-M,9, 10, 11 - 100B, 12, 13, 14 — 10M, 15, 16, 17 — 30M,
18,19, 20 - 50M, 21, 22,23 - 70M, 24, 25, 26 — 90M, 27, 28, 29 — 100M, 30 — délkovy standard)

Amplifikaci DNA z pyré s vy$$im obsahem meruiiky s primery PdCass bylo, i pfes netspésné
oveteni amplifikovatelnosti pomoci primerd ITS-2, dosaZeno syntézy malého mnoZstvi
specifickych produkti tvarem piki blizkych pozitivni kontrole M s Tm kolem 86 °C, konkrétné
se jednalo o vzorky 50M a 70M (Obr. 44). Vzorky 100B, 10M a 30M maji podobny tvar pikt
derivovanych kiivek tani jako pozitivni kontrola B s maximem (Tm) pii 84 °C. Vzhledem
K vys$S8imu obsahu broskvové slozky byl tento trend o¢ekavan.

Derivované kiivky tani vzorki 90M a 100M nevykazuji vznik ani minimalniho mnozstvi
specifickych produktt. Tvarem Vv teplotnim rozmezi 73—87 °C se podobaji negativni kontrole,
ve které mohly vzniknout pouze nespecifické oligo- ¢i dimery primera.

Obr. 44 obsahuje pro piehlednost vzdy pouze jednu derivovanou kiivku tani od kazdého
vzorku. VSechny tii kiivky od kazdého vzorku jsou pfedmétem Obr. 52, uvedeného v pfiloze.
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Obr. 44 Derivované krivky tani amplikonit DNA z pyré (vSechny vzorky izolovany CTAB protokolem)

Normalizaci dat v rozmezi teplot 70—90,5 °C bylo dosazeno rozliSeni vzorkd 100B az 70M.

PCR u pyré 90M a 100M neposkytla specifické produkty, které by bylo mozné analyzovat

HRM

metodami.

Obr. 45 zobrazuje normalizované kiivky tani, kde se pyré 100B, 10M a 30M piekryvaji
S pozitivni kontrolou B anelze je od sebe vizualné odlisit. Pyré 50M poskytuje vyrazné odlisny
tvar kiivek tani umoziujici jednoduché odliSeni od ostatnich pyré, ¢astecné se vsak prekryva
s kfivkami B. Kifivky tani pyré 70M lze také bez obtizi odliSit pouhym okem a castecné

se prekryvaji s kiivkami pozitivni kontroly M.
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Obr. 45 Normalizované krivky tani amplikonit DNA z pyré (vSechny vzorky izoloviny
CTAB protokolem)
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Diference normalizovanych kiivek tani slouzi k vyrazn€j$imu odliSeni rozdili ve tvaru
mezi porovnavanymi kiivkami. Zobrazuje miru rozdilnosti kiivek ostatnich vzorki od vzorku
referencniho, za ktery byla zvolena pozitivni kontrola B. Lze vidét naprosté prekryti pyré 100B,
10M a 30M s kiivkami pozitivni kontroly B.

Pyré 50M a 70M disponuji naprosto odlisnymi kiivkami. Vzorky 50M se v rozmezi teplot
70-82 °C prekryvaji s kiivkami B, poté lze vidét velky odklon do kladnych hodnot
od referenéniho vzorku (rozmezi 82-87 °C). Pyré 70M se tvarem podoba spiSe pozitivni
kontrole M, v rozmezi teplot 83—88 °C se kiivky téméft piekryvaji. V nizsich teplotach hodnoty
ktivek 70M dosahuji minimalni relativni fluorescence -0,05.

0,20 ~
0,15 A

0,10 -

RFU [-]
o
3

-0,05 1

-0,10 A

-0,15 ~

-0120 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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—100B ——10M 30M 50M OM —B —M

Obr. 46 Diference normalizovanych krivek tani amplikonii DNA z pyré (vSechny vzorky izolovany
CTAB protokolem)

Miru podobnosti normalizovanych kfivek tani lze mimo vizudlnitho vyjadfeni (diference)
vyjadfit i poCetné. Vyuziva se vzorec pro vypocet tzv. skore podobnosti GCP (vzorec 7),
ktery porovnava hodnoty RFU pi#i konkrétni teplot¢ mezi dvéma kiivkami. Hranici,
nad kterou jsou kiivky povazované za identické si lze zvolit v zavislosti na konkrétnim pouziti,
Ize pracovat s hodnotou 0,951 0,99 (resp. 95 % i 99 %).

Hodnoty GCP byly vypocteny pro vsechny dvojice dat normalizovanych kiivek tani
(Tab. 24 v ptiloze). Z identickych vzorku byly vypocteny praméry, které byly poté opatieny
smérodatnou odchylkou (Tab. 18). Pro piehlednost byla data pfevedena na procenta.
Jako hrani¢ni hodnota, kdy jsou kiivky stdle povazovany za identické, bylo zvoleno 95 %,
protoZze se nad touto hranici vyskytuji vSechny hodnoty CGP porovnavajici identické vzorky
(B-B, M-M, 100B-100B, 10M-10M, 30M-30M, 50M-50M a 70M-70M).

Cilem PCR analyzy se specifickymi primery PdCass bylo amplifikovat specifické useky
DNA izolované z listu broskvoné (B) a meruiiky (M), které by pfi analyze kiivek tani poskytly
vyrazné odlisné kiivky. Bylo ptedpokladano, Zze pii aplikaci stejnych podminek amplifikace
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na modelové vyrobky s riznym podilem meruiikové slozky se budoujejich kiivky tani nachazet
v rozmezi kiivek tani B a M. Normalizované kiivky tani (Obr. 45) a diference (Obr. 46)
vSak tuto teorii vyvratily.

Primémy vysledek GCP mezi vzorky M a B se rovnd hodnoté (53 + 8) %, coZ by mélo
odpovidat nejvétsi rozdilnosti mezi kiivkami, nebot’ se jedna o naprosto odlisné vzorky.
V piipad¢ vzorku s 10% obsahem meruiiky (10M) byla o¢ekavana mala podobnost s kiivkami
M, avS$ak piekvapujici je hodnota GCP mensi, nez v pfipad¢ dvojice M-B, pouze (44 +5) %.
Vzorek s 30% podilem merunky (30M) je pii hodnoté (46 + 7) % s M vice podobny, zajimava
vypocteno u dvojice SOM-M (30 % 6) %, podobnost pyré s 50% obsahem meruiiky se vzorkem
B dosahuje (90 £10) %, coz je stale nad ocekavani vysoka hodnota. Pyré se 70% podilem
meruiky (70M) je dle oéekavani méné podobné vzorku B nez pyré 50M, pouze (89 +5) %.

V idealn¢ optimalizovaném experimentu by mély dosahovat hranice 95 % pouze dvojice
vzorkd, které jsou skute¢né identické. Tato hranice ale byla pfekondna i u rozdilnych dvojic.

Tab. 18 Primérné hodnoty skore podobnosti normalizovanych krivek tani

Porovnavané vzorky GCP [%]
B-B 98 £ 1
M-B 53+8
M-M 99,1+0,6

100B-B 97+3
100B-M 40+5
100B-100B 99,7+0,2
10M-B 98 +2
10M-M 44 +5
10M-100B 99,5+0,5
10M-10M 999+0,1
30M-B 98 £2
30M-M 46 +£7
30M-100B 99 +2
30M-10M 99,5+0,7
30M-30M 98,7+0,9
50M-B 90+10
50M-M 30+ 6
50M-100B 97 £2
50M-10M 95 +3
50M-30M 94 +4
50M-50M 98 +1
70M-B 89 +5
70M-M 81+5
70M-100B 78 +4
70M-10M 82 +3
70M-30M 83+5
70M-50M 70+10
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5 ZAVER

Metoda PCR slouzi ku¢inné amplifikaci specifické sekvence DNA volbou specifickych
primerti, kratkych oligonukleotidovych sekvenci ohranicujicich amplifikované useky. PCR
analyza zkouma vzorky na molekularni rrovni a pro svoji citlivost se pouziva pro stanoveni
autenticity potravinaiskych vyrobki rostlinného i zivo¢iSného charakteru.

V experimentélni ¢asti prace byly testovany dvé sady primert specifickych pro amplifikaci
broskvové a merunikové DNA.

PCR analyzy s parem primerit AGS18 1 PdCassprobihaly s matrici DNA ziskané z ovocnych
listd. Primery AGS18 se ukazaly jako neucinné pii amplifikaci DNA z listu broskve a pouze
omezen¢ amplifikovaly specifické sekvence u DNA =z listu meruiiky. Z téchto dtvodi
bylo od dalsich experimentt s témito primery upusténo.

Par primerd PdCass vSak amplifikaci specifickych produktti na obou matricich dokéazal,
avSak soucasn¢ bylo detekovano velké mnozstvi nespecifickych produkti. Néslednou
optimalizaci slozeni reakéni smési a teplotniho profilu PCR bylo dosaZeno sniZeni
nespecifickych produktu a jasné definice teplot tani specifickych sekvenci z broskvové DNA
pii 83 °C a z meruiitkové DNA pii 86 °C.

Cilem prace bylo otestovat specifické primery pii amplifikaci DNA z ovocnych vyrobk.
Proto bylo pfipraveno sedm druhii ovocnych pyré z plodu broskve a merunky s podilem
merunky 0 %, 10 %, 30 %, 50 %, 70 %, 90 % a 100 %. Ztéchto modelovych vyrobku
byla izolovana DNA podle CTAB protokolu. Pro vyssi obsah polysacharidii v ovocnych
vzorcich byl zatazen krok s pfidavkem CaClz. Izolovand DNA byla podrobena PCR analyze
se specifickymi primery PdCass, pii optimalizovanych parametrech z experimentt s listovou
DNA, nésledovan¢ HRM analyzou.

Vysledna gelova elektroforéza prokézala ptitomnost specifickych produktt u pyré 100B,
10M, 30M a 50M. HRM analyzou bylo detekovano malé mnoZstvi specifickych sekvenci
i uvzorka 70M. Pfi nasledné praci s daty byla provedena normalizace kfivek tani v teplotnim
rozpéti 70-90,5 °C a byly porovnany rozdily ve tvaru kiivek tani detekovanych specifickych
produktt. Tvary kiivek byly porovnavany vzhledem k pozitivnim kontroldm DNA z listi B
a M. Samotné normalizované kiivky tani dokazaly odliSit jen pyré 50M a 70M, zbyla pyré
kopirovala tvar vzorku B.

Pro detailné;si odliSeni tvart kiivek byla vytvotena jejich diference s referenénim vzorkem
B, coz slouzilo jako vizudlni odliSeni tvart kiivek. Jako numerické vyjadieni podobnostislouzil
vypocet hodnot skore podobnosti (GCP), pii dosazeni GCP na hodnotu 95 % a vice byly kiivky
povazovany za shodné. Tuto hodnotu piekro€ili vSechny vzorky, které se na grafu
normalizovanych ktivek piekryvaly (100B, 10M a 30M s B). Pyré S0M se s (30 + 6) % lisily
od M nejvyraznéji ze vSech vzorkl, pyré 70M doséahlo dle pfedpokladti vysSich hodnot GCP,
(81 £ 5) %.

Sérii experimentd bylo HRM analyzou docileno rozliSeni pouze péti pyré ze sedmi.
[zola¢nim a amplifikacnim postupem nebylo dosazeno syntézy specifickych produktii u DNA
zpyré 90M a 100M. Upravou izolaéniho protokolu pro zisk meruiikové DNA schopné
efektivnéj$i amplifikace by snad bylo mozné dosahnout lepSich vysledk. Ptipadné navrhnuti
primer schopnych idealngjsiho rozliseni druhti P. persica a P. armeniaca ve smésich by mélo
dopomoci k snadnéjsi optimalizaci odliseni téchto druhd.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

100B pyré se 100% podilem broskve
100M pyré se 100% podilem meruiiky
10M pyré s 10% podilem meruniky a 90% podilem broskve
30M pyré s 30% podilem merunky a 70% podilem broskve
50M pyré s 50% podilem meruiiky a 50% podilem broskve
70M pyré se 70% podilem meruiiky a 30% podilem broskve
90M pyré s 90% podilem meruiiky a 10% podilem broskve
A adenin
A absorbance [-]
AAS atomova absorpéni spektrometrie (atomic absorption spektrometry)
B list broskvoné
bp pary bazi (base pairs)
C cytosin
c koncentrace [mol-dm= =~ M, ng-ul?]
Cr pocet cyklu (threshold cycles)
CTAB cetyltrimethylamonium bromid
dATP 2'-deoxyadenosin-5'-trifosfat
dCTP 2'-deoxycytidin-5'-trifosfat
dGTP 2'-deoxyguanosin-5'-trifosfat
DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
dNTP 2'-deoxynukleosid-5'-trifosfat
dsDNA dvousroubovicova DNA (double stranded)
dTTP 2'-deoxythymidin-5'-trifosfat
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
ELISA imunologicka metoda (enzyme-linked immunosorbent assay)
EtBr ethydiumbromid
F fluorescence [%]
G guanin
GC plynova chromatografie (gas chromatography)
GCP skore podobnosti (genotype confidence percentage)
vysokouéinna kapalinova chromatografie (high performance liquid
HPLC
chromatography)
HRM vysokorozliSovaci analyza kiivek tani (high resolution melting)
IR infra¢erveny (infrared)
J list jabloné
I tloustka kyvety [cm]
LFIA imunotest na bazi lateralniho proudu (lateral flow immunoassay)
M list merunky
MF Mmobilni faze
MS hmotnostni spektrometrie (mass spektrometry)
NK negativni kontrola
NMR nuklearni magneticka rezonance (nuclear magnetic resonance)
PAGE polyakrylamidova gelova elektroforéza (polyacrylamide gel electrophoresis)
PCR polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
PK pozitivni kontrola
Primer F pfedni primer (forward)

Primer R zpétny primer (reverse)



RFU
RNA

S

SDS

SF
SNIF-NMR
SZPI

T

t

T

Ta

TBE

TE

TLC

Tm
Tris-baze
UVIVIS
AT

N ooy

b,

relativni jednotka fluorescence [-] (relative fluorescence unit)
ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

hodnota podobnosti (similarity value)

dodecylsulfat sodny

Stacionarni faze

kvantitativni NMR (specific site natural isotope fractionation)
Statni zemédélska a potravinatska inspekce

thymin

¢as [s]

teplota [°C]

teplota hybridizace [°C] (annealing temperature)
Tris-boratovy pufr

pufr obsahujici Tris-bazi a EDTA

tenkovrstva chromatografie (thin layer chromatography)
teplota tani [°C] (melting temperature)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan

ultrafialové/viditelné svétlo (ultraviolet/visible)

rozdil teploty [°C]

emise [-]

molarni absorpéni koeficient [dm3-molt-cm?]

vinova délka [nm]

prosly tok zafeni [W-m]

dopadajici tok zafeni [W-m]
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8 PRILOHY

Tab. 19 Hodnoty koncentrace a cistoty DNA izolované z ovocnych listii CTAB protokolem

List | Opakovani | c[ng-ul?] Azso Azgo Az60/280 A260/230
11,0 0,219 0,137 1,60 0,88
1 9,0 0,181 0,102 1,77 0,91
12,3 0,247 0,145 1,70 0,88
B primér 108+1,4 | 0,22+0,03 | 0,213 +0,02 | 1,69+0,07 | 0,89 +0,01
18,1 0,363 0,241 1,51 0,83
2 12,0 0,239 0,131 1,83 0,86
14,5 0,290 0,179 1,62 0,83
prumér 149+2,5 | 0,30+0,05 | 0,18 +0,05 1,7+£0,1 0,84 +0,01
3,5 0,071 0,060 1,18 0,60
1 2.7 0,054 0,046 1,19 0.46
3,0 0,060 0,053 1,12 0,53
M primér 3,1+0,3 |0,062+0,007(0,053+0,006( 1,16 +£0,03 | 0,53 +0,06
43 0,086 0,073 1,18 0,48
2 4,3 0,086 0,067 1,27 0,52
4.7 0,094 0,075 1,25 0,53
pramér | 44+0.2 |0,089=0,004|0,072£0,003| 1,23 0,04 | 0,51 0,02
0,9 B1
0,8 —B2
0.7 M1
0,6 — M2
0,5
: 0,4 ‘l
0,3
0,2
0,1
0
-0,1 T T T T T T T T T T T T T 1
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

A [nm]

Obr. 47 Absorpcni spektra vsech vzorkit DNA izolované z ovocnych listit CTAB protokolem

Tab. 20 Hodnoty koncentrace a c¢istoty DNA izolované z ovocnych listit po precisteni kitem GenElute

List ¢ [ng-ul?] Azeo Azgo A260/280 A260/230
2,1 -0,042 -0,065 0,65 0,14
B -1,8 -0,036 -0,037 0,96 0,12
prumér| -2,0+0,2 -0,039 +£0,003 | -0,05+0,01 0,8+0,2 0,13 £0,01
M -3,3 -0,065 -0,074 0,88 0,20
-2,5 -0,049 -0,049 1,01 0,16
prumér| -29+04 -0,057 +£0,008 | -0,06 +0,01 0,95 + 0,07 0,18 +0,02
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Tab. 21 Hodnoty koncentrace a cistoty DNA izolované z ovocnych listi kitem EliGene Plant

List ¢ [ng-ul?] Azeo Aago A260/280 A260/230
83,2 1,663 0,811 2,05 1,98
J 82,6 1,651 0,806 2,05 2,07
82,9 1,659 0,803 2,06 2,09
primér| 829+0,2 1,658 +£0,005 | 0,807 £0,003 | 2,053 + 0,005 2,05 £ 0,05
71,1 1,421 0,676 2,100 1,980
B 71,5 1,431 0,690 2,070 2,000
71,5 1,430 0,688 2,080 1,990
primér| 71,4+0,2 1,427 +£0,004 | 0,685 +0,006 2,08 +£0,01 1,990 + 0,008
57,0 1,141 0,540 2,110 1,990
M 57,0 1,141 0,546 2,090 1,970
56,7 1,135 0,539 2,100 1,950
prumér| 56,9 +0,1 1,139 £ 0,003 | 0,542 +0,003 | 2,100 + 0,008 1,97 £0,02

Tab. 22 Hodnoty koncentrace a cistoty DNA izolované z pyré CTAB protokolem s CaCl,

Pyré |Opakovani| c [ng-ul?] Azso Azgo A260/280 A260/230

113,5 2,270 1,388 1,64 1,71
1 133,5 2,671 1,638 1,63 1,72
128,2 2,564 1,560 1,64 1,71

1008 priumeér 125,1 £8.,5 2,5+0,2 1,5+0,1 1,64 +£0,0 1,71 £ 0,00
74,8 1,496 0,891 1,68 1,94
2 72,6 1,452 0,862 1,69 1,94
74,3 1,486 0,891 1,67 1,97

priumér 73,9+0,9 | 1,48+0,02 | 0,88 +0,01 | 1,68 +0,01 | 1,95+0,01
110,4 2,209 1,229 1,80 1,70
1 110,0 2,200 1,239 1,78 1,69
106,8 2,136 1,189 1,80 1,71

10M prumér 109,1+1,6 | 2,18+0,03 | 1,22 +0,02 | 1,79+0,01 | 1,70 £0,01
52,3 1,046 0,555 1,89 2,15
2 55,9 1,119 0,588 1,90 2,23
60,4 1,207 0,653 1,85 1,99

prumér 56,2 +3,3 1,12 +£0,07 | 0,60 = 0,04 1,88 +£0,02 2,1+0,1

74,4 1,488 0,834 1,78 1,51
1 87,6 1,751 0,986 1,78 1,48
80,2 1,604 0,908 1,77 1,44

30M prumér 80,7 £5,4 1,6 £ 0,1 0,91 +0,06 | 1,78+0,00 | 1,48 +0,03
84,4 1,688 0,928 1,82 1,37
2 83,0 1,660 0,912 1,82 1,40
84,6 1,692 0,932 1,82 1,36

primér 84,0 £ 0,7 1,68+0,01 | 0,92+0,01 | 1,82+0,00 | 1,38+0,02
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Tab. 22 — pokracovani: Hodnoty koncentrace a cistoty DNA izolované z pyré
CTAB protokolem s CacCl,

Pyré |Opakovani| c [ng-ul?] Azso Azgo A260/280 A260/230
22,2 0,444 0,244 1,82 1,08
1 247 0,495 0,267 1,85 1,05
23,1 0,462 0,248 1,86 1,07
con |_primer | 233410 | 0474002 [ 025001 | 1,84£0,02 | 1,070,01
18,1 0,363 0,216 1,68 1,38
2 19,5 0,389 0,218 1,78 1,38
20,8 0,416 0,234 1,78 1,34
primér | 195+1,1 | 039=0,02 | 022£001 | 1,75+0,05 | 1,37 0,02
20,1 0,401 0,256 1,57 0,66
1 23,9 0,477 0,276 1,73 0,72
21,5 0,430 0,246 1,75 0,71
70M priameér 21,8+1,6 0,44 +£0,03 | 0,26 +£0,01 1,68 0,08 | 0,70 0,03
13,8 0,276 0,159 1,74 0,74
2 12,0 0,240 0,139 1,73 0,74
13,0 0,261 0,156 1,67 0,74
prumér 12,9 +0,7 0,26 +0,01 | 0,15+0,01 | 1,71 +0,03 | 0,74 +£0,00
26,3 0,526 0,287 1,83 0,56
1 24,0 0,480 0,262 1,83 0,59
25,4 0,508 0,282 1,80 0,56
90M prumér 25,2 +0,9 0,50+0,02 | 0,28 +0,01 1,82 +0,01 | 0,57 0,01
24,8 0,497 0,288 1,72 0,65
2 24.5 0,490 0,299 1,64 0,65
24 .4 0,488 0,274 1,78 0,67
prumér 24,6 £0,2 0,49 £0,00 | 0,29 +£0,01 1,71 £0,06 | 0,66 0,01
9,1 0,183 0,124 1,48 0,88
1 9,1 0,182 0,120 1,51 1,02
10,3 0,206 0,128 1,61 1,03
100M prumér 9,5+0,6 0,19+0,01 | 0,12+0,00 | 1,53+0,06 | 0,98 +£0,07
16,0 0,320 0,198 1,62 0,54
2 17,4 0,348 0,217 1,60 0,54
19,4 0,388 0,245 1,59 0,50
pramer | 17,6 £ 1,4 | 035=0,03 | 0222002 | 1,60 0,01 | 0,53 0,02
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Obr. 48 Absorpcni spektra vsech vzorkit DNA izolované z pyré CTAB protokolem s CaCl,

Tab. 23 Hodnoty koncentrace a cistoty DNA z pyré po precisteni kitem GenElute

Pyré ¢ [ng-pl?] Aceo Azgo A260/280 A260/230
57 0,114 0,086 1,330 0,570
30M2 5,6 0,113 0,084 1,340 0,580
4,4 0,089 0,065 1,370 0,550

pramer| 5,2 +0,6 0,11£0,01 | 0,078+0,009 | 1,35+0,02 | 0,57 =0,01
5,3 0,106 0,112 0,940 0,720
50M 53 0,106 0,104 1,020 0,670
5,2 0,103 0,107 0,970 0,710

primér| 5,27+0,05 | 0,105+0,001 | 0,108 0,003 | 0,98+0,03 | 0,70 £0,02
4,2 0,085 0,072 1,190 0,610
70M 4.8 0,095 0,085 1,120 0,600
4,6 0,093 0,082 1,130 0,640

primér 4,5+0,02 0,091 +£ 0,004 | 0,080 +0,006 1,15+ 0,03 0,62 +0,02
5,9 0,119 0,109 1,090 0,600
90M 57 0,113 0,121 0,930 0,560
5,8 0,116 0,113 1,030 0,520

primér| 5,80 +0,08 0,116 £0,002 | 0,114 £0,005 1,02 + 0,07 0,56 +£0,03
7,7 0,154 0,154 1,000 0,600
100M 6,1 0,121 0,134 0,900 0,670
6,4 0,127 0,143 0,890 0,620

primér 6,7+0,7 0,13 +0,01 0,144 £ 0,008 0,93 £ 0,05 0,63 +£0,03
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Obr. 49 Absorpcni spektra vsech vzorkit DNA izolované z pyré po precisteni kitem GenElute
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Obr. 50 Veskeré derivované krivky tani amplikonit DNA z pyré (100B—30M 1 izolovano CTAB
protokolem, 30M2—100M izolovano CTAB protokolem a precisténo kitem GenElute)
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Obr. 51 Normalizované krivky tani amplikomi DNA z pyré (100B—30M 1 izolovino CTAB protokolem,

-dF/dT

30M2—-100M izolovano CTAB protokolem a precisténo kitem GenElute)
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Obr. 52 Veskeré derivované krivky tani amplikonit DNA z pyré
(vSechny vzorky izolovany CTAB protokolem)
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Tab. 24 Hodnoty skore podobnosti normalizovanych krivek tani

Pyré

Bl

B2

B3

M1

M2

M3

100B1

100B2

100B3

10M1

10M2

10M3

30M1

30M2

30M3

50M1

50M2

50M3

70M1

70M3

Bl

1,0000

B2

0,9910

1,0000

B3

0,9628

0,9901

1,0000

M1

0,4149

0,4914

0,5755

1,0000

M2

0,4201

0,4969

0,5812

1,0000

1,0000

M3

0,5119

0,5926

0,6778

0,9858

0,9873

1,0000

100B1

0,9993

0,9854

0,9523

0,3946

0,3997

0,4900

1,0000

100B2

0,9940

0,9707

0,9287

0,3567

0,3615

0,4483

0,9974

1,0000

100B3

0,9893

0,9613

0,9149

0,3380

0,3427

0,4275

0,9941

0,9993

1,0000

10M1

0,9991

0,9844

0,9507

0,3916

0,3967

0,4867

1,0000

0,9978

0,9946

1,0000

10M2

0,9995

0,9949

09711

0,4332

0,4385

0,5315

0,9975

0,9899

0,9840

0,9971

1,0000

10M3

0,9998

0,9883

0,9577

0,4045

0,4097

0,5007

0,9998

0,9959

0,9919

0,9997

0,9987

1,0000

30M1

0,9983

0,9817

0,9461

0,3837

0,3887

0,4781

0,9998

0,9987

0,9961

0,9999

0,9959

0,9992

1,0000

30M2

0,9993

0,9853

0,9522

0,3943

0,3994

0,4897

1,0000

0,9974

0,9941

1,0000

0,9975

0,9998

0,9998

1,0000

30M3

0,9885

0,9998

0,9925

0,5019

0,5075

0,6035

0,9822

0,9663

0,9563

0,9811

0,9929

0,9854

0,9782

0,9821

1,0000

50M1

0,9356

0,8828

0,8147

0,2392

0,2430

0,3139

0,9477

0,9679

0,9764

0,9494

0,9239

0,9419

0,9539

0,9479

0,8748

1,0000

50M2

0,9891

0,9608

0,9142

0,3370

0,3417

0,4264

0,9938

0,9992

1,0000

0,9944

0,9837

0,9916

0,9959

0,9939

0,9558

0,9768

1,0000

50M3

0,9255

0,8700

0,7996

0,2278

0,2315

0,3005

0,9385

0,9605

0,9700

0,9404

0,9131

0,9322

0,9452

0,9387

0,8616

0,9996

0,9704

1,0000

70M1

0,8574

0,9154

0,9617

0,7424

0,7478

0,8340

0,8393

0,8021

0,7821

0,8365

0,8728

0,8483

0,8290

0,8390

0,9222

0,6552

0,7810

0,6379

1,0000

70M3

0,7980

0,8655

0,9244

0,8071

0,8120

0,8888

0,7777

0,7370

0,7155

0,7747

0,8154

0,7878

0,7664

0,7775

0,8738

0,5843

0,7144

0,5670

0,9932

1,0000
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