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ABSTRAKT

Nejvetsi potiz pti izolaci DNA je pfitomnost kontaminujicich latek, které zptisobuji nezadouci
ucinky. V ovoci nejrozsitenéjsimi kontaminanty jsou polysacharidy. Spolu s dal§imi latkami
(naptiklad proteiny nebo fenolické latky) miizou zkreslovat vysledky pti spektrofotometrickém
stanoveni ¢istoty nebo plisobit jako inhibitory pti PCR analyze. Cilem této prace bylo zkoumani
vlivu riznych koncentraci chloridu vapenatého na proces izolace DNA. V experimentalni ¢asti
byla izolovand DNA z jablka pomoci rizné koncentrovanych roztoku chloridu vapenatého.
Izolace byla provedena &tyfikrat a pokazdé byl vzorek upraven riznymi zpisoby. Bylo zjisténo,
ze pouzita izola¢ni metoda funguje jenom na vzorku, ktery byl pfedem lyofilizovan. Izolace
DNA z Cerstvého plodu poskytovala velmi nizké vytézky. Pravdépodobné to bylo zpiisobeno
velkym obsahem vody ve vzorku a podil pevné slozky byl mensi. Nasledn¢ byly provedeny
PCR analyza a elektroforéza pro zjisténi amplifikovatelnosti izolované DNA. Pro tyto analyzy
byly pouzity dvé sady primerd s riznou specifitou. Pti pouziti 100 mM roztoku CaCl, byla
potvrzena amplifikovatelnost pouze pii pouziti primerit specifickych pro DNA jablong. U
ostatnich vzorka byly prokdzany amplifikovatelnost pii pouziti obou typt primerd.
Pravdépodobn¢, vzorky izolovany pomoci 100 mM roztoku CaCl, mély vétsi mnozstvi
inhibitort, které neovliviiuji vSechny PCR reakce stejn€, coz také miize ukazovat na malou
ucinnost tohoto mnozstvi CaCls.

ABSTRACT

The greatest difficulty in isolating DNA is the presence of contaminants that cause side effects.
Polysaccharides are the most common contaminants in fruits. They can distort the results in
spectrophotometric determination of purity or act as inhibitors in PCR analysis together with
other substances (for example, proteins or phenolic substances). The aim of this work was to
investigate the influence of different concentrations of calcium chloride on the process of DNA
isolation. In the experimental part, DNA from the apple was isolated using different
concentrations of calcium chloride. The isolation was carried out four times, and each time the
sample was adjusted in different ways. It was found that the isolation method used works only
with a sample that has been lyophilized. Isolation of DNA from fresh fruit provided very low
yields. Probably, this was due to the large water content in the sample, and the proportion of
the solid component was smaller. Subsequently, PCR analysis and electrophoresis were
performed to determine the amplifiability of the isolated DNA. Two sets of primers with
different specificity were used for this analysis. Amplifiability was confirmed only when using
primers specific to apple DNA when using 100 mM solution of CaCl,. Other samples have been
amplifiable using both types of primers. Probably, samples isolated using a 100 mM solution
of CaCl, had a larger amount of inhibitors that do not affect all PCR reactions equally, which
may also indicate a small effectiveness of this amount of CaCls.
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1 UvOD

Izolace nukleovych kyselin je krok, ktery se ¢asto pouziva pro rizné molekularné-biologické
analyzy. V praxi je mozné setkat se S riznymi postupy. Izolovana DNA musi byt kvalitni a
Cista, proto se postupy porad dopliuji a upravuji. K dalsim dulezitym faktorim (kritériim) patii
slozitost daného postupu nebo jeho finan¢ni naro¢nost.

Izolace DNA z rostlinného vzorku je Casto slozita kvili velkému mnozstvi faktort, které
zpusobuji rizné komplikace. Pozornost musi byt vénovana uz vybéru, skladovani a Gpraveé
vzorku. Nesmirn¢ dulezité je i pouziti vhodné extrakce pro odstranéni kontaminujicich latek,
které se v rostlinnych vzorcich casto vyskytuji ve velkych mnozstvich. Piikladem
problematickych kontaminujicich latek jsou proteiny, polysacharidy nebo fenolické latky.

Cilem této prace je optimalizace metody pro izolaci DNA Upravou koncentrace chloridu
vapenatého pouzitého v jednom z kroki této metody. Jako vzorek bylo pouzito jablko, které se
v riaznych ovocnych vyrobcich ¢asto vyskytuje ve velkych mnozstvich, a které zaroven
obsahuje velké mnozstvi polysacharidi i jednoduchych sacharidt, napiiklad glukdzu, fruktdzu,
celulozu, pektin, Skrob a derivaty zminénych latek. Pritomnost téchto latek komplikuje izolaci
DNA i jeji néaslednou analyzu. Chlorid vapenaty vytvaii nerozpustnou srazeninu
s polysacharidy a tim padem snizuje jejich koncentraci v roztoku, ale jeho koncentraci je nutno
optimalizovat, protoze nizSi koncentrace chloridu véapenatého nemusi stacit k odstranéni
dostatecného mnozstvi polysacharidt, a naopak pfi vys$si koncentraci vapenaté ionty pisobi
jako inhibitory PCR, pokud nejsou béhem purifikace DNA odstranény.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Jablko

2.1.1 Charakteristika

Jablko je ovoce stromu jabloni. Ovoce je velmi vyznamna potravinaiska komodita. Zahrnuje
velky pocet druht, které jsou zpracovavany mnoha zpisoby. Ovoce muze byt zkonzumované
Vv Cerstvém stavu nebo miize byt vyuzito jako surovina pro nejriznéj$i potravinaiské vyrobky.
Pod slovem ovoce se rozumi jedlé plody, plodenstvi a semena riznych kulturnich ¢i plané
rostoucich dfevin a bylin. Pfi konzumovani v Cerstvém mM& ovoce stavu nejcastéji
charakteristickou sladkou chut’ [1].

Jabloné tvofi nejvétsi podil mezi jadrovinami. To je skupina rostlin jejichz semena se
ukryvaji do péti ,.komurek* uspotadanych do tvaru hvézdy. Tato pouzdra (komurky) jsou
uloZena v duzing, ktera vznika z kvétniho luzka. Jadrove ovoce patii do ¢eledi ruzokvétych [2].

2.1.2 SlozZeni jablek

Vngjsi vzhled jablek je charakterizovan kulovitym tvarem a tenkou hladkou slupkou, ktera se
v zavislosti na odridé pfi zrani barvi do riznych odstint zluté, Cervené a zelené. Slozeni jablek
zahrnuje mnoho raznych latek. Obsah nutri¢nich latek zavisi na odrud¢ jabloni, klimatickych,
pudnich a péstitelskych podminkach proto vSechny nize uvedené hodnoty jsou primeérné.
Jablko obsahuje ptiblizné 85 % vody a jeho energetickd hodnota je piiblizné 50 az 70 kcal/kus.
Je tedy idealni jako nizkokalorické obCerstveni. Zna€nou cast ve slozeni tvoii cukry (6,5 az
11,8 % fruktozy, 2,5 az 5,5 % glukézy a 1,0 az 5,3 % sachardzy). Rychle doplni energii a
napomahaji udrzovat stabilni hladinu krevniho cukru. Vysoky podil vlakniny ve formé celulozy
a pektinu, jehoz zastoupeni je ve zralych plodech 0,1 az 1 %, podporuje traveni pfiznivym
povzbuzovanim stfevni peristaltiky. Dusikaté latky tvofi jen maly podil (do 1 %) ze vSech latek
obsazenych v jablkach. Z toho polovina je bilkoviny a zbytek dusitany a dusi¢nany [3-5].

K celkové hmotnosti plodl pfispivaji i mineralni latky, které tvoii 0,25 az 0,75 % ovoce.
Nejveétsi zastoupeni ma draslik, vapnik, hot¢ik a Zelezo, proto jsou jablka velmi ¢asto povolena
nebo i doporucena pii riznych dietach a nékterych nemocech. V jablkach jsou také piritomny
vitamin A, a né€které vitaminy skupiny B, konkrétn¢ vitamin B1, B2, B3, B6 a B9. DileZitou
roli maji i vitaminy E a C, které jsou v jablkach také obsazeny, protoZe maji antioxida¢ni
schopnosti. N&které studie ukazuji na to, ze konzumace ovoce obsahujiciho zminéné vitaminy
snizuje rizika nékterych onemocnéni, naptiklad ischemické choroby srde¢ni, mrtvice nebo
revmatoidni artritidy [3-5].

2.2 Rostlinné polysacharidy

2.2.1 Obecna charakteristika

Polysacharidy rostlinnych bunécnych stén jsou nejhojnéjSimi organickymi slouceninami
nachézejicimi se v piirodé. Tvofi 90 % bunécné stény rostlin a mohou byt rozdéleny do tii
skupin: celuléza, hemicelulézy a pektiny. Strukturu bunééné stény rostlin tvoii spojeni
celulosovych fetézcl uspofadanych paralelné a stabilizovanych vodikovymi mustky. Spojeni
mezi sténami je tvoteno dal$imi polysacharidy s vétvenou strukturou, hemicelul6zami, které
jsou tvofeny riznymi monosacharidy, jako jsou napfiklad L-arabin6za D-galaktoza, D-xyloza
a dalsi. V zakladni hmot€ primarni bunécné stény jsou obsazeny jeste pektiny a lignin [6-7, 10].



2.2.2 Celuloza

Celuloza predstavuje hlavni slozku polysacharidii bunééné stény a skladd se z linedrniho
polymeru [B-1,4-vazanych zbytka D-glukdzy. Polymery celulézy jsou ptitomny jako
uspofadané struktury neboli vlakna, kterd se nazyvaji celulozni mikrofibrily a maji $itku 10-15
nm. Na jeji stabilizaci se podili hlavné vodikové mustky. Mikrofibrily vytvaieji vyssi
strukturdIni jednotky — makrofibrily. Jejich hlavni funkci je zajistit tuhost buné¢né stény [6-7].

Celuloza (polysacharid)

HOCH, H - OH HOCH,
O, Q,
H/R O /oH m\H B/h 8Ly
OH H/, I\H 2 oH H/l
o
H OH CH,OH H OH

Obréazek 1. Chemicka struktura celuldzy

2.2.3 Hemiceluléza

Druhou nejpocetnéjsi skupinou organickych struktur v bunécéné sténé rostlin jsou hemicelulozy.
To jsou heterogenni polysacharidy, které se skladaji z riznych polymert, jako jsou pentdzy
(naptiklad arabindza a xyl6za), hex6zy (naptiklad gluk6za, mandza a galaktéza) a cukerné
kyseliny. Chemické slozeni hemicelul6z se muze u jednotlivych skupin zna¢né lisit.
Hemicelul6za slouzi jako spojeni a vyplituje prostor mezi ligninem a celulézovymi vlakny a
dodava celé siti vétsi tuhost. Na rozdil od celulozy je chemicky méné odolnd, a proto se pti
zpracovani rozpusti a vyplavi. Podil hemiceluléz tvoii 15-25 % u jehlicnant a 25-45 % u
listnatych stroma [6-8, 11-12].

Lignin

e O e

Cellulose

Obrézek 2. Struktura lignoceluléz [9]

2.2.4 Pektin

Pektiny a bilkoviny tvoii necelulozni slozku primarni bunécéné stény. Pektin je komplexni smés
polysacharidd, které se skladaji ze zbytki a-1,4-vazané kyseliny d-galakturonové. Tato slozka
tvoii asi jednu tfetinu ze suSiny v bunécnych sténdch vyssich rostlin. Mnohem mensi podily
téchto latek se nachdzeji v bunéénych sténach travin. Nejvyssi koncentrace pektinu se nachaze;ji
uprostied lamel bunécné stény, s postupnym poklesem od primarni stény smérem k plazmatické
membrané. Pektin, takzvany protopektin, je nerozpustny ve vodé. S ucinkem kyselin nebo
protopektindz, je ve vodé rozpustny. Vynika schopnosti vdzat na sebe vodu, proto se podili na



hospodafeni bunék s vodou. Velky vyznam ma pii dozravani ovoce, a to prfeménou
nerozpustnych pektini na rozpustné. Pti zrani dochazi k postupné depolymeraci neboli
enzymovému $tépeni pektinovych latek. Tento proces zpisobuje meéknuti plodu [6-7, 11-13].

2.3 Extrakce DNA

U mnoha rostlinnych druhit mize byt extrakce velkého mnoZstvi vysoce kvalitni DNA s
vysokou molekulovou hmotnosti problematickd kvuli vysokému mnozstvi fenolickych
slouéenin, vysokym koncentracim DNA&z a piitomnosti velkého mnozstvi organelové DNA.
Rostlinné bunky maji tfi typy genomu, nuklearni, plastidové a mitochondrialni. Pocet organel
a kopii genomu na organelu zavisi na stafi tkané, rostlinném druhu a typu bunék [14].

Samotna extrakce DNA z bunék zacina homogenizaci tkané a lyzi bunék, a pokracuje
odstranénim polyfenolickych sloucenin a cukernych slozek. Potom nasleduje deproteinizace
DNA, srazeni a jeji purifikace neboli precisténi pro odstranéni neZadoucich necistot ze vzorku.
Castym problémem je vytvaieni komplexnich slou¢enin nékterych uvedenych latek s ¢astmi
nukleovych kyselin [15].

Pro izolaci DNA z rostlinné matrice miizou byt pouzité nejriiznéjsi metody. Existuje nékolik
kritérii, podle kterych vybereme tu metodu, ktera nejvice vyhovuje nasim potiebam. Metoda
pro izolaci DNA by méla byt rychla, jednoducha, nakladové efektivni a spolehliva. Pro izolaci
DNA existuje mnoho ruznych postupti, ale kvili chemické heterogenité rostlin mohou byt
mnohé z téchto postupl aplikovany pouze na omezeny pocet rostlinnych druhd. Rostliny,
zejména 1é¢ivé a aromatické rostliny, obsahuji fadu sekundarnich metabolitt, které pii izolaci
DNA zasahuji do postupu izolace [16].

Obecné plati, ze G¢inna eliminace kontaminujicich chemickych slozek hraje klicovou roli
pii izolaci vysoce kvalitni DNA z rostlinnych tkani. Chemické latky, které nejcastéji zptisobuji
potize pii izolaci DNA, obvykle patfi mezi polysacharidy, proteiny, nebo fenolické latky. Ke
snizeni negativniho vlivu téchto chemickych sloZzek na kvalitu a vytézek izolace DNA bylo
Siroce pouzivano n€kolik ¢inidel. Naptiklad pro snizeni polysacharidii byl do extrak¢éniho pufru
aplikovan sorbitol, mannitol, glukdza, sachar6za a vyssi koncentrace NaCl [17].

Jednou z nejpouzivanéjSich metod izolace DNA je fenol-chloroformova extrakce a
nasledovana srazeni DNA alkoholem. Je naro¢na na Cas a pouzivaji se nebezpe¢né chemikalie.
Na druhou stranu tato metoda umoziuje dosahnout vysokych vytézki a ziskat prakticky Cistou

DNA [18].

2.3.1 Vhodny material a jeho uchovavani

Nejvhodnéj$im materidlem pro izolaci DNA je Cerstvy rostlinny vzorek, ktery muize byt
uchovavan na kratkou dobu pfi teploté 4 °C, aniz by doSlo k porozeni struktury DNA.
V ptipadg, ze vzorek byl odebran na vzdaleném misté, prace s Cerstvym materialem Casto neni
mozna a je nutno uchovavat vzorek suchy nebo polosuchy. Jednou z vyhod ususenych vzorka
je moznost skladovat material pii pokojové teploté. Proto je dileZité dodrZzovani spravnych
podminek pfi suseni. Musi byt zachovana celistvost tkani a nesmi dojit k poruseni DNA [19].

2.3.2 Homogenizace rostlinné tkané a lyze bunék

Zacatkem izolace genomové DNA je rozbiti bunécnych stén plisobenim mechanické energie.
To se provadi napt. za pritomnosti kapalného dusiku, kdy dochazi k dehydrataci rostlinné tkané.
DalSim krokem je rozemleti zmrazeného vzorku pomoci tfeci misky a tlouc¢ku. Po rozbiti
bunécnych stén je nutno narusit celistvost bunéénych membran, aby doslo k uvolnéni DNA do
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extrak¢niho pufru. K dosazeni tohoto cile se pouzivaji hlavné dva detergenty. SDS neboli
dodecylsiran sodny nebo CTAB, coz je cetyltrimethylamoniumbromid. Extrakéni pufr by mél
obsahovat EDTA, plny nazev je kyselina ethylendiamintetraoctova. Tato kyselina chrani DNA
pted pusobenim endogennich nukledz. EDTA vytvaii komplexni slouceniny s ionty hot¢iku,
které jsou nezbytné pro fungovani vétsiny nukledz. Pro efektivni extrakci DNA musi byt
udrzovano pH 8,0 nebo vyssi, protoZe pii nizSim pH je deoxyribonukleova kyselina selektivné
zadrzovana v organické fazi. Navic nizsi pH zptsobuje depurinici DNA [20].

2.3.3 Techniky izolace a purifikace DNA

2.3.3.1 lzolace DNA pomoci pevnych nosici

Pti izolaci nukleovych kyselin se Casto pouzivaji magnetické nosice. Separace nukleovych
kyselin je dilezity krok vyuzivany v molekuldrni biologii. Pfedtim, nez mohly byt pouZity
moderni technologie, byla separace nukleovych kyselin Casové a pracovné naro¢nym procesem
zaloZzenym na n¢kolika extrak¢nich a centrifugacnich krocich, ¢asto omezenych malymi vynosy
a nizkou ¢istotou separacnich produktt. V poslednich n¢kolika letech byly vyvinuty specificky
funkcionalizované magnetické ¢astice. Spolu s vhodnym pufrovym systémem umoziuji rychlé
a ucinné Cisténi ihned po extrakci ze surovych bunéénych materiali. Novy pfistup navic
umoznil snadnou automatizaci celého procesu a izolaci nukleovych kyselin z vétSich objemi
vzorkd [20].

Magnetickd separace je noveé vznikajici technologie, ktera vyuzivd magnetismus pro
efektivni separaci para- a feromagnetickych ¢astic o velikosti mikrometr z chemickych nebo
biologickych suspenzi. Magneticka separace nukleovych kyselin ma nékolik vyhod ve srovnani
s jinymi technikami pouzivanymi pro stejny ucel. Nukleové kyseliny mohou byt izolovany
piimo ze surovych vzorkovych materiala [19].

Existuje moznost pouziti silikagelovych ¢astic. Pti neutralnim pH silikagel nabyva zaporny
naboj kvili deprotonizace silanolovych skupin. DNA se adsorbuje na povrch castic za

pritomnosti chaotropnich latek jako naptiklad jodid sodny, chloristan sodny nebo guanidinium
chlorid [19].

Dalsim zplGsobem izolovani DNA mutze byt aplikace elektrostatickych sil spolu s
magnetickymi nosi¢i na které jsou navazané aminoskupiny. Skupina -NH. se protonuje na —
NHa+. Castice s kladnym nabojem ma schopnost interagovat s molekulou deoxyribonukleové
kyseliny, kterd ma zaporny naboj [21].

Neselektivnim typem adsorpce DNA pro jeji izolaci je pouzivani magnetickych nosi¢u
obsahujicich karboxylové skupiny. Dochazi k reverzibilnimu navazani DNA v pfitomnosti
NaCl a PEG (polyethylenglykol). V zavislosti na koncentraci téchto latek se méni mnozstvi
adsorbované DNA na nosi¢. ZvySenim koncentrace pfitomnych latek dojde k poklesu aktivity
vody, a to zptusobuje kondenzace dvousroubovice DNA. Neutralni polymer a monovalentni sil
maji vliv na osmoticky tlak, ktery pomaha kondenzovat DNA ptisobenim vnéjsich sil [22].

2.3.3.2 Fenol-chloroformovéa extrakce

Fenol-chloroformova metoda je ¢asto vyuzivany zpusob extrakce DNA. Tato metoda vyuziva
nemisitelnost fenolu a chloroformu s vodou. Do buné¢ného lyzatu vzniklého po homogenizaci
tkang se pridava pufrovany fenol. Nasledné smés je homogenizovana a centrifugovana. Dojde
k oddéleni vodné faze, ktera obsahuje DNA, od organické casti, ve kterou zistanou
polysacharidy, lipidy, proteiny nebo volné nukleotidy. K odstranéni zbytku fenolické faze
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z faze obsahujici DNA se do ni pfidava smés chloroformu s isoamylalkoholem. Déle nasleduje
purifikace. Pro ni se vyuziva alkoholové srazeni, kdy do smési s DNA se pfida isopropanol,
aceton nebo 96 % ethanol s naslednym okyselenim octanem amonnym nebo sodnym. Potom
nasleduje inkubace po dobu minimalné 30 minut v teplotach pod bodem mrazu. K vzniklému
sedimentu se ptidava 70 % vodny roztok ethanolu. Smés se necha vysusit. V poslednim kroku
se DNA rozpusti ve vhodném pufru, Casto se vyuziva TE pufr [23].

2.3.4 Kontaminujici latky

2.3.4.1 Polysacharidy

Pii izolaci DNA z ovoce (hlavné z jablek) se nejvice fesi polysacharidova kontaminace. Poprvé
kvili vysokému zastoupeni sacharidii ve slozeni. Podruhé kvili tomu, Ze pfitomnost DNA ve
vzorku na prvni pohled vypadad stejné, jako ptitomnost polysacharidi. Polysacharidy ve
vzorcich inhibuji enzymatickou aktivitu Taq polymerazy a také aktivitu restrik¢nich
endonukleéz [24-25].

2.4 Analyza DNA

V Evropé roste zdjem o spolehlivé techniky kvantifikace genetickych slozek potravinovych
matric kvili potfebé dodrzovat evropsky legislativni ramec pro potravinaiské vyrobky. Real-
time polymerazova fetézova reakce (real-time PCR) je v soucasné dobé jednou z
nejspolehlivéjsich technik pro kvantifikaci specifickych sekvenci nukleovych kyselin. K
analyze DNA se rovnéz vyuzivaji agar0zova gelova elektroforéza a UV spektrofotometrie [26].

2.4.1 Gelova elektroforéza

separaci fragmenti DNA. Principem separaci je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli.
Separaci molekul umoZnuje pouziti poréznich geli, jako jsou napiiklad agarGzovy a
polyakrylamidovy gel. Vyuziva se princip sitového efektu a elektroforeticka pohyblivost
separovanych latek. Nukleové kyseliny obsahuji fosfatové skupiny, které nesou zaporny naboj,
a proto se ve stejnosmérném elektrickém poli pohybuji k anod¢. Gely vyuzivané pro
elektroforézu tvoti komplikovanou sitovou strukturu polymernich molekul a pora, na jejichz
velikost ma vliv sloZeni roztoku nebo koncentrace polymeru. Agarézové gely jsou vhodné pro
separaci nukleovych kyselin o velikosti 100 bp az po 50 kb. Polyakrylamidové gely se vyuZivaji
pro separaci mensich molekul [27-28].

Rychlost pohybu molekul DNA v gelu oznacovana jako elektroforeticka pohyblivost a je
nepiimo umérna logaritmu velikosti molekul. Velikost molekul nebo fragmentu DNA, kterd se
vyjadfuje v poétu parti bazi se stanovuje srovnanim pohyblivosti analyzovaného vzorku s
molekulou nebo fragmentem o zndmé velikosti [28].

Pro zviditelnéni molekul DNA se gely barvi pomoci vhodnych barviv. V minulosti byl ¢asto
pouzivan etidiumbromid, ktery se dostava mezi sousedni pary bazi a vytvati s nimi komplex.
Po osvétleni ultrafialovym svétlem tento komplex fluoreskuje ¢ervenou barvou. Molekuly
DNA se pak na gelu ukazuji jako prouzky a intenzita jejich fluorescence je timérna koncentraci
DNA. Kromé¢ etidiumbromidu pro barveni miize byt pouZita skupina fluorescencnich
kyaninovych barviv, nebo stiibro [28].

Dalsim vyuzitim elektroforézy mize byt rozdéleni molekul DNA, které se nachazeji
v riznych konformacich. Daji se tak odlisit kovalentné uzaviené kruznicové molekuly DNA od
otevienych kruznic nebo od linedrnich molekul. Oteviend kruhova, linedrni nebo superhelikaIni
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forma DNA stejné molekulové hmotnosti se pohybuji agar6zovym gelem riznou rychlosti.
Jejich relativni pohyblivost zavisi na podminkach elektroforézy [28].

2.4.2 Real-time PCR

PCR nebo polymerazova fetézova reakce je jeden z nejvétsich védeckych pokroki 20. stoleti.
Tato metoda je rychla a snadnd a je schopna vytvorit neomezeny pocet kopie vlaken DNA
Z jednoho ptivodniho vlakna. Nekolik malo hodin sta¢i na vytvoreni milionti kopii useku DNA,
které pak muizou byt pouzité v fad¢ rGznych testi coz ma velké vyuziti v medicin€ pro
diagnostiku nebo monitoring onemocnéni anebo k zakladnimu vyzkumu v molekularni biologii

[29].

Historie metody PCR se zafala vroce 1983, kdy védec Kary Mullis, PhD z Cetus
Corporation ptedstavil PCR jako metodu kopirovani DNA a syntézy velkych mnozstvi
specifické cilové DNA a o dva roky pozdé&ji po hlubs§imu zkoumani a vylepSovani byla tato
metoda Gspésné zavedena do praxe. Kary B. Mullis v roce 1993 byl ocenén Nobelovou cenou
za tento vyznamny objev v oblasti molekularni biologie [29].

Real-time polymerazova fetézova reakce (real-time PCR), nazyvana také kvantitativni
polymerazova fetézova reakce v redlném cCase (QRT-PCR), je technika pouZzivand k simultanni
kvantifikaci a amplifikaci urcité sekvence DNA. Pouziva se k urceni, zda je ve vzorku pfitomna
specificka sekvence DNA; a pokud sekvence ptitomna je, k urceni poctu jejich kopii ve vzorku.
Principem této metody je replikace nukleovych kyselin a cyklicky se opakujici enzymova
syntéza novych fetézcu vybranych usekit DNA prostiednictvim DNA-polymerdzy. Pavodni
DNA muze byt jednovlaknova nebo dvouvlaknova. Pouziti metody PCR zahrnuje tti opakujici
se kroky, prvnim z nich je denaturace vlakna dvoufetézcové DNA na jednofetézcovou DNA,
potom nasleduje pfipojeni primert, a nakonec dochazi k elongac¢ni fazi [28, 30].

2.4.2.1 Princip

Prvnim krokem polymerazové fetézové reakce je denaturace puvodniho vlakna DNA. Tento
krok probiha pii teploté 94-97 °C. Vlivem vysoke teploty dochazi k poruseni vodikovych
mustkd mezi jednotlivymi vlakny a rozdéleni vlaken DNA. Tento krok zpravidla trva 20-30
sekund, pfi¢emz Vv pocateénim cyklu je tato doba prodlouZzen na 1-5 minut. Je dulezité, aby
doslo k uplnému oddéleni obou vlaken, protoZze v opac¢ném piipad¢é by mohlo dojit k renaturaci
molekuly, a to by zabranilo navazani primerta a doslo by ke zkresleni vysledku [28, 31].

Pro probéhnuti dalsiho kroku tieba ochladit reakéni smés na teplotu 50-65 °C. Je nezbytné
pro umoznéni nasednuti primeri na specificka mista DNA. Délka tohoto kroku je ptiblizné 30-
60 sekund. Vhodna teplota zavisi na teploté tani primerti, na zastoupeni para bazi A-T a C-G a
délce oligonukleotidi. Pokud je teplota reakéni smé&si snizena pfili§, primery za¢nou nasedat i
na castené komplementarni sekvence a dojde ke vzniku nespecifickych produkti. Pfi
nedostate¢ném ochlazeni reakéni smési budou primery malo hybridizovat a nevytvoii se
dostate¢né mnozstvi produktu [28, 31].

V posledni ¢asti cyklu za katalyzy DNA-polymerdzou probiha syntéza novych
komplementarnich fetézci DNA a vznika nové vlakno DNA. V této Casti jsou jednotlivé
nukleotidy komplementarni k sekvenci pivodnich fetézci DNA pfipojovany ve sméru 5°—3°.
Tento proces se trva 60-120 sekund pii teploté 65-75 °C, ktera zalezi na pouzitém enzymu [28,
31].
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Zatizeni, ve kterém se provadi reakce se nazyva termocykler. V tomto zatizeni dochazi
k automatické zmén¢ teploty dle nastaveni programu. Postup se opakuje a mnozstvi vlaken
nariista exponencialné. Po ukonceni posledniho cyklu bude vzorek obsahovat vice nez miliardu
kopii vybraného iseku DNA. Existuje optimalni pocet cyklt (obvykle 25-35 cykla) ktery zavisi
na pocatecni koncentraci pivodni DNA. Po piekro¢eni optimalniho poctu se za¢ne sniZzovat
ucinnost enzymu a jako dusledek se zvysi pocet nespecifickych produktii PCR. Také mtize dojit
k vyCerpani slozek reakce a po urcitém poctu cyklt se koncentrace produktu prestane ménit

[31].

2.4.2.2 Reakcéni smés pro PCR

Reakéni smés pro PCR obsahuje nékolik slozek. Prvni slozkou je samotna pivodni
(templatovd) DNA. To je makromolekula DNA, kterd obsahuje cilova mista pro primery a musi
byt neporusena. Dal§imi komponentami jsou primery. To jsou syntetické oligonukleotidy, které
maji z&sadni roli pro usp&sny prabéh reakce. Vazou se na vidkno DNA podle komplementarity
a nemely by byt vzajemné komplementarni. Primery se skladaji obvykle z 18-25 nukleotidi a
maji rovnomérné zastoupeny baze, které maji takové rozlozeni, aby nedochazelo ke vzniku
vnitinich sekundérnich struktur nebo dimert. Optimdlni koncentrace primeri v reakéni smeési
je 0,1-0,5 uM. Dalsi dalezitou komponentou je DNA-polymeraza. Tento enzym katalyzuje
syntézu novych fetézcit DNA. Existuji rizné typy polymeraz, které maji odlisné vyuziti a jiné
vlastnosti. V soucasné dobé¢ se da objednat komeréni smés, ve které bude vhodné
nakombinovano nekolik polymeraz s riznymi vlastnostmi. Pfi pouziti v PCR musi byt
polymerazy odolné vici vysokym teplotam, a proto se pouZzivaji termostabilni polymeérazy,
jejichz zdrojem mazou byt napf. termofilni bakterie Thermus aquaticus [31-32].

3'-deoxynukleosid-5'-trifosfaty (dNTP) jsou stavebni kameny pro syntézu noveho vlakna
DNA. Jejich koncentrace v reak¢ni smési se obvykle pohybuji v rozpéti 20400 uM. Pii piilis
vysoké koncentraci vyvazuji hotfe¢naté ionty a tim padem pusobi jako inhibitor PCR. Dalsi
komponentou jsou ionty Mg?*. Maji velky vyznam, protoZe aktivuji polymerazy tim, Ze tvoii
rozpustny komplex s 3'-deoxynukleosid-5'-trifosfaty. Kvili tomu, ze ANTP neni jedina slozka,
s kterou hofe¢naty ionty reaguji, pro kazdou smés se pouziva ur¢ita optimalni koncentrace iontu
Mg?*, ktera se obvykle pohybuje v rozpéti 0,5-8 mM v reakéni smési. Dalsi komponentou je
PCR puft, ktery vytvari pH prostiedi optimalni pro DNA-polymerazu. Standardni reak¢ni pufr
se sklada z 10 mM Tris-HCI (pH 8,3-8,8), 50 mM KCl a 1,5 mM MgCl,. PCR pufr muze také
obsahovat dalsi latky jako jsou naptiklad Zelatina, albumin nebo acetamid. Posledni slozkou
reakéni smési je specialné upravend voda pro PCR. To je ultradistd voda, ktera neobsahuje
DNazy a RNazy, které by mohly ovlivnit kone¢ny vysledek. Slouzi pro doplnéni objemu smési.
Pro reakce PCR miize byt pouzita voda o odporu 18 mQ nebo voda pro injekce CSL 4 [31-32].

2.4.2.3 Detekce amplikonii

Produktem amplifikace nukleovych kyselin jsou amplikony. To jsou fragmenty DNA
definované délky jejichz velikost se nejcastéji pohybuje v desitkach az tisicich part bazi. Pro
detekci a separaci vzniklych fragmentti se pouzivaji elektroforetické techniky. Produkty PCR
se spolu s DNA standardem, ktery obsahuje fragmenty o znamé velikosti pohybuji agarozovym
nebo polyakrylamidovym gelem, ktery byva zbarven interkalacnimi ¢inidly, ktera se vazou do
dvousroubovice DNA a po ozafeni UV svétlem fluoreskuji. Intenzita fluorescence potom
ukazuje na koncentraci PCR produktd. Rychlost pohybu ¢astic zavisi na velikosti, poptipadé na
molekulové hmotnosti jednotlivych molekul. Po porovndni produkti se zminénym DNA
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standardem se popisuje a vyhodnocuje slozeni vzorku - napt. zda obsahuje pouze specifické
PCR produkty, ¢i zda jsou pritomny nespecifické produkty nebo dimery primert. [28,33].

Pribeh amplifikace specifickych produktii se provadi prostfednictvim tzv. amplifikacnich
kiivek, které vzniknou vynesenim intenzity namétené fluorescence oproti prislusnému cyklu.
Tvar typické amplifikacni kiivky je esovity a lze ji rozdé€lit na 3 zakladni ¢asti. Prvni ¢ast je
faze pozadi, kdy narutst fluorescence neni vyznamny, protoZe koncentrace amplikonu je nizka.
Dalsi faze je exponencialni a trva jen omezené mnozstvi cykli. V pribéhu této faze dochazi
k narustu koncentrace produkti a intenzity fluorescence. V posledni fazi, ktera se nazyva platd
dochazi k ustaleni pohybu kiivky, protoze systém je nasycen a koncentrace produkti se neméni
[34].

Pro rozpoznani specifickych a nespecifickych produkti PCR se vyuZziva analyza kiivek tani.
Tato analyza se provadi po ukonceni reakce ve stejné zkumavce bez potteby dal$i manipulace.
Roztok obsahujici DNA se ochladi a postupné se zahiiva. Zvolena teplota je vySSi, nez
predpokladand teplota tani amplikontl. Zaroven se zaznamenava intenzita fluorescen¢niho
signalu. Tvar kiivky tdni miiZou ovlivnit délka amplikontl, sekvence a obsah GC-part ve vlakné
DNA. Specifické produkty PCR maji hodnotu teploty tani obvykle vy$si neZz nespecifické
produkty [35].

2.4.3 Stanoveni Cistoty DNA

Pro stanoveni Cistoty izolované DNA se nejcastéji pouziva spektrofotometrie. Pomoci ptistroje
se zmé&ti UV absorbance pii vinovych délkach 230 nm, 260 nm a 280 nm a spocitaji se jejich
poméry, to znamena A260/A230 a A260/A280. Pokud je hodnota pomeéru absorbanci
A260/A280 je 1,8 az 2,0, znamena to, ze vzorek DNA je Cisty. Takovy vzorek mize byt pouzit
pro PCR. Hodnota nizsi, nez 1,8 miize ukazovat na to, ze vzorek obsahuje kontaminujici latky
jako proteiny, fenolické latky nebo zbytky cinidel pouzitych béhem izolace DNA. Vyssi
hodnota nez 2,0 mtize ukazovat na kontaminaci RNA [36].
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3 CIL PRACE

1.
2.

w

Vypracovani literarni reSerse
Izolace DNA z jablek ¢i modelovych vyrobkl s vysokym obsahem jablek s vyuzitim

ruznych koncentraci chloridu vapenatého pro odstranéni polysacharidové kontaminace

Analyza Cistoty a amplifikovatelnosti DNA
Vyhodnoceni vysledkt a diskuse
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity material

4.1.1 Rostlinny material

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA, kterd byla izolovana z listu jablong. Tento list byl
odtrhnut ze stromu a nasledné byl uchovavan v mrazni¢ce. Hlavni ¢ast experimentll se
provadéla na jablku, které bylo zakoupeno v obchodé. Vzorky byly lyofilizovany a uchovany
V mraznicce.

4.1.2 Chemikalie
~ EliGene Plant DNA Isolation Kit
~ Cetyltriethylamoniumbromid (CTAB)
~ B — merkaptoethanol
~ Chloroform:isoamyl alkohol (24:1)
~ Chlorid vapenaty
~ Isopropanol
~ Octan amonny
~ Tris-baze
~ EDTA
~  Chlorid sodny
~ Octan sodny
~ Ethanol
~ PCRultra H20
~ (gPCR 2x SYTO-9, Master Mix
~ Oligonukleotidové primery
~ Agardza pro gelovou elektroforézu
~ Kyselina borita
~ Midori Green Advance DNA Stain
~ PCR Loading buffer Yellow load
~ PCR Loading buffer Red load
~ DNA standard FastGene 100 bp DNA Ladder

4.1.3 Pristroje a pomicky
~ Mraznicka a chladnicka
~ Mikrozkumavky rizné velikosti
~ Mikropipety Acura Manual 825
~ Mikropipety Finnpipette F2
~ Mikropipety Discovery comfort
~ Laboratorni vahy
~ MS2 Minishaker Vortexer
~ Mini incubator LABNET 230 V
~ Centrifuga Z 216 MK
~ Spektrofotometr NanoDrop 2000
~ Termocykler Rotor-Gene 6000
~ Elektroforeticka vana
~ Mikrovinna trouba
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~ Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V

~ Transluminator Azure Biosystems c200

~ Lyofilizator FreeZone Triad

~ Dalsi laboratorni pomticky — pinzeta, bunicina, Spic¢ky a dalsi

4.2 Pouzité metody
4.2.1 lzolace DNA

4.2.1.1 Izolace DNA z listu pomoci izolacniho kitu EliGene Plant DNA

Timto zpisobem byla izolovana DNA z listu jablong, ktera potom byla pouzita jako pozitivni
kontrola. lzolace byla provedena podle postupu uvedeného vyrobcem. Do 1,5 ml zkumavky
bylo pfiddano 0,2 g homogenizaniho pisku a 0,05 g vzorku. Nésledn¢ bylo ptfidano 450 pl
homogeniza¢niho pufru P1 a pomoci tloucku (kopistu) byl vzorek zhomogenizovan. Do
zkumavky bylo ptidano 50 pl lyzaéniho pufru P2. Smés byla zvortexovana. Potom byla
provedena inkubace po dobu 10 minut za ob&asného michani pifi teplot¢ 70 °C. Dale
nasledovala centrifugace po dobu 3 minut pii 10 000 % g a laboratorni teploté. Po pfeneseni
supernatantu do ¢isté 1,5 ml zkumavky, bylo do smési pfidano 175 pl pufru P3 na odstranéni
inhibitori. Smés byla zvortexovana 5 sekund a inkubovéana v mrazniéce po dobu 5 minut. Déle
probéhla centrifugace po dobu 3 minut pii 10 000 x g a laboratorni teploté. Potom byl
supernatant (pfiblizn€ 500 ul) pfemistén do ¢isté 2 ml zkumavky. Po ptidani 500 pl pufru P4
smés byla zvortexovana a po pridani 500 ul pufru P5 znovu zvortexovana.

Potom bylo 750 ul smési pfeneseno do zkumavky s filtrem a byla provedena centrifugace 1
minutu pii 10 000 x g. Pfedchozi krok byl zopakovan jesté jednou. Nasledné byl filtr
se zachycenym vzorkem pifemistén do nové 2 ml zkumavky. Potom bylo piidano 500 pl
promyvaciho pufru P6. Smés byla centrifugovana 1 minutu pii 10 000 x g. Supernantant byl
odstranén a do vzorku bylo piidano 500 pl promyvaciho pufru P7. Smés byla centrifugovana 1
minutu pii 10 000 x g. Dale bylo znovu provedeno odstranéni supernatantu. Membrana filtru
byla nasledné vysuSena pomoci centrifugace pii 12 000 x g po dobu 2 minut. Po pfemisténi
filtru do nové 2 ml zkumavky bylo ptidano 100 ul elu¢niho pufru P8 a potom byl vzorek
centrifugovan 1 minutu pfi 10 000 x g. Nakonec byl odstranén filtr, a roztok se vzorkem byl
piipraven pro dalsi analyzy.

4.2.1.2 Homogenizace vzorku pied izolaci DNA pomoci CTAB protokolu

Izolace DNA zplodu byla provedena celkem &tyfi krat. Pfi prvni izolaci vzorek byl
homogenizovan pomoci homogeniza¢niho pisku, pti dvou dalSich pokusech byl vzorek rozetien
ve tieci misce. Pied provedenim ¢tvrté izolace byly kousky jablka lyofilizované a nasledné bylo
urcité mnozstvi vzorku homogenizovano ve tieci misce.

4.2.1.3 lzolace DNA pomoci CTAB protokolu

Homogenizaci a navazeni 0,05 g vzorku do 2 ml zkumavky, byl pfidan 1 ml CTAB roztoku
(pro ptipravu bylo smichano 30 ml 10 % cetyltrimethylamonium bromidu spolu s 4 ml 0,5 M
EDTA, 28 ml 5 M NaCl, 10 ml 1 M Tris-HCI, 3 g polyvinylpyrrolidonu (PVP) a 24,8 ml
destilované vody) a 1 ul B-merkaptoethanolu. Nasledné probehla inkubace vzorku pti 65 °C po
dobu 30 minut s obasnym promichavanim roztoku kazdych 10 minut. P#i 3 izolaci (z Cerstvého
plodu) byla odebrana tekuta slozka a sediment byl centrifugovan pti 10 000 x g po dobu 3
minut. Nasledné byl znovu pfidan 1 ml CTAB roztoku, 1 pl B-merkaptoethanolu a byla
provedena druhd inkubace smési pii 65 °C po dobu 30 minut s obfasnym promichdvanim
roztoku kazdych 10 minut. Zbytek postupu byl pro vSechny izolace stejny. Potom bylo ptidano
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800 pl smési chloroform:isoamylalkohol v poméru 24:1. Nasledné probehla centrifugace pii 10
000 x g a laboratorni teploté po dobu 10 minut. Dale 800 ul supernatantu bylo pfeneseno do
nové 2 ml zkumavky a ke vzorku bylo ptiddno 200 ul roztoku CaClz o riznych koncentracich,
konkrétn¢ 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM a 500 mM (pro piipravu roztoku o koncentraci
500 mM bylo navazeno 0,555 g CaClza rozpusténo v 10 ml sterilni vody, potom pomoci fedéni
byly pfipraveny ostatni roztoky). Po zvortexovani roztoku probéhla inkubace po dobu 15 minut
a laboratorni teploté. Potom byl vzorek centrifugovan 3 minuty pti 10 000 x g a laboratorni
teplote.

Supernatant byl odebran do ¢isté 2 ml zkumavky a bylo k nému ptidano 480 pul isopropanolu.
Vzorek byl opatrné promichan. Dale nasledovala inkubace po dobu 1 minuty pii laboratorni
teploté. Potom byl vzorek centrifugovan po dobu 5 minut a pti 10 000 x g. Supernatant byl
opatrné odlit do odpadni nadoby a k sedimentu bylo pfidano 0,5 ml 10 mM octanu amonného
(pro piipravu tohoto roztoku 38,5 mg octanu amonného bylo rozpusténo v 50 ml 70 %
ethanolu). Déle byl roztok inkubovan pfi laboratorni teploté po dobu 30 minut. Po skonceni
inkubace nasledovala centrifugace po dobu 5 minut a pti 10 000 x g.

Supernatant byl odlit a jeho zbytky byly vysuSeny pii teploté 65 °C po dobu 3 minut.
Zkumavky byly oteviené po celou dobu suseni. Potom byl sediment rozpustén v 250 pl TE
pufru a ke vzniklemu roztoku bylo pfidano 250 ul 5 M NaCl (pro piipravu bylo 48,83 g chloridu
sodného smichano s 150 ml destilované vody, nasledné byl roztok sterilizovan v autoklavu), 25
ul 3 M octanu sodného a 1250 pl studeného 99 % ethanolu. Smés byla promichana a inkubovana
15 minut v mraznicce. Po skonceni inkubace byla smés centrifugovana po dobu 15 minut pfi
10 000 x g. Supernatant byl znovu odstranén a sediment byl rozpustén v 100 ul TE pufru.
Izolovand DNA byla pouzita pro dalsi analyzy.

4.2.2 Meéreni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Prvni pouzitou metodou pro analyzu DNA bylo spektrofotometrické stanoveni koncentrace a
Cistoty izolované DNA. Pro tyto Ucely byl pouzZit pfistroj NanoDrop 2000. Méfeni se provadélo
oproti slepému vzorku, v piipad¢ jablka byl aplikovan TE pufr, ktery byl pouzit pii izolaci i
uchovavani vzorkt. V ptipadé izolace DNA pomoci kitu, byl pouzit elucni pufr P§. Pfi méteni
byly na ¢oc¢ku spektrofotometru naneseny 2 pl vzorku (vzorek obsahujici DNA byl vzdy dobie
promichan). Potom nasledovalo méfeni absorbance Vvrozmezi 220-350 nm a stanoveni
koncentrace izolované DNA. M¢feni se provadélo tiikrat u kazdého vzorku.

4.2.3 Polymerazova retézova reakce v realném case

Pied provadénim PCR analyzy byly vsechny vzorky zfedény na koncentraci 10 ng/ul. Ptiprava
smési pro real-time PCR probihala ve specidlnich sterilnich boxech, aby nedoslo ke
kontaminaci vzorki. Pied pouzitim a po skonceni prace byly boxy sterilizované UV svétlem po
dobu 15 minut. Komponenty potiebné k provadéni PCR byly uchovavany v mrazni¢ce a pied
pouzitim byly upIné rozmrazené. Mnozstvi potiebné pro analyzu jednoho vzorku je uvedeno v
Tabulka 1.

Na zacatku byly vSechny komponenty kromé roztoku obsahujiciho templatovou DNA
smichany v prvnim boxu v jedné 2 ml zkumavce, potom byl cely objem rozpipetovan do
mikrozkumavek po 24 ul. V druhém boxu byl do vétsiny zkumavek ptidan 1 pl DNA. Jak bylo
napsano v kapitole 4.2.1.1, DNA izolovana z listu jablon¢ byla pouzita jako pozitivni kontrola.
Pro PCR analyzy byly pouzity dva pary primerti s riznou specifitou. Jedny z téchto primeri
byly specifické pro rostlinnou DNA a jedny pro DNA jabloné [37, 38].
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Tabulka 1. Slozeni smési pro 1 vzorek pro real-time PCR

Komponenty Objem (ul)
Voda 9,5
SYTO9 MasterMix 12,5
Primer R 1
Primer F 1
Vzorek 1
Celkem 25

Tabulka 2. Teplotni profil pro real-time PCR p#i pouziti primerii specifickych pro rostlinnou
DNA

Krok Pocet cykli Teplota (°C) Cas (s)
Pocatecni denaturace 1 95 300
Denaturace 95 30
Annealing 40 52 30
Elongace 72 40
Zaveéretna elongace 1 72 300

Tabulka 3. Teplotni profil pro real-time PCR pri pouZiti primerii specifickych pro DNA jabloné

Krok Pocet cykli Teplota (°C) Cas (s)
Pocatecni denaturace 1 95 180
Denaturace 95 30
Annealing 40 52 30
Elongace 72 40
Zaveérecna elongace 1 72 180

Tabulka 4. Sekvence primerii specifickych pro rostlinnou DNA [39]

Primery Sekvence 5°— 3’
ITS-2F ATG CGATACTTG GTG TGA AT
ITS-2R GAC GCT TCT CCA GAC TAC AAT

Tabulka 5. Sekvence primerii specifickych pro DNA jablone [38]

Primery Sekvence 5'— 3’
MdFKBP65a F GAT GAC CAT CGA CAG CAA GG
MdFKBP65a R TGA CAG ATC CCAGGC TTT ACA

4.2.4 Agarozova gelova elektroforéza

Pro provedeni elektroforézy bylo pfipraveno 100 ml 1,2% agar6zového gelu. Pro piipravu gelu
bylo navazeno 1,2 g agardzy do Erlenmeyerovy banky. Potom bylo pfidano 100 ml 0,5 x TBE
pufru. Tato smés byla n€kolikerym zahtatim v mikrovinné troubé pfivedena k varu (minimalné
5x) do uplného rozpusténi agarozy. Nasledné se pockalo 5 minut, a dale se ptidalo 5 pl
interkala¢niho barviva Midori Green. Smés byla jemné promichéna. Do pfedem ptipravené
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formy se vlozil hiebinek a rozpusténa agar6za do néj byla nalita. Smés byla ponechdna k
zatuhnuti 30 minut.

Béhem tuhnuti gelu byly nachystané vzorky. Do kazdého vzorku byl ptidan nanaseci pufr
PCR Loading buffer Red load v poméru 1:5, to znamena, ze na 5 dili vzorku se ptidal jeden dil
nanaseciho pufru. Vzorky byly dobte promich&ny. Po zatuhnuti gelu byl odebran hiebinek a do
kazdé jamky bylo napipetovano 5 pl vzorku. Do jedné jamky bylo také ptidano 5 ul standardu.

Nakonec byla forma vlozena do elektroforetické vany a zalita po rysku 0,5 x TBE pufrem.
Vana byla pfipojena ke zdroji elektrického napéti, ktery byl nastaven na 80 V po dobu 2 hodin.
Po skonc¢eni uvedeného ¢asu byly fragmenty DNA v gelu ihned vizualizovany pomoci UV
zéteni o vlnoveé délce 302 nm, a gel byl vyfotografovan.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Prvniizolace DNA z jablka; homogenizace vzorku pomoci pisku

Jak bylo uvedeno v kapitole 4.2.1.2, vzorek byl homogenizovan pomoci homogeniza¢niho
pisku. Samotna izolace byla pomérné obtizna. Po smichani vzorku s roztokem chloroformu a
izoamylalkoholu a néasledné centrifugaci se na hladiné smési objevila vrstva sacharidt
(viskozni, lepkavé kapalina) ktera bréanila v odebrani supernatantu. P¥idanim roztoku CaCl; se
nepodatilo vysrazet celé mnozstvi sacharidi a jejich piitomnost byla patrna po celou dobu
izolace.

5.1.1 Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Spektrofotometrické stanoveni probihalo podle postupu popsaného v kapitole 4.2.2.. Méfeni
kazdého vzorku probihalo tiikrat a na vyhodnoceni byla pouzita primérna hodnota ze vSech
méfent.
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Obrazek 3. Absorpcni spektra izolované DNA. Homogenizace vzorku pomoci pisku
100/200/300/400/500 — koncentrace CaClz v mmol/I

Tabulka 6. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty izolované DNA. Homogenizace
vzorku pomoci pisku

Cislo Koncentrace Koncentrace
vzc;rku pridaného CaCl DNA (ng/ul) A260/A280 A260/A230
(mmol/l)

1 100 0,60 + 0,26 1,84 +1,35 0,05+ 0,02
2 100 0,03+0,21 - -
3 100 0,87 + 0,45 1,32 £ 0,06 0,07 £ 0,04
4 200 0,23+0,21 - 10,99 + 18,63
5 200 0,60 +0,10 0,81 + 0,05 0,11 +0,01
6 200 0,40 £ 0,09 - -
7 300 0,50 + 0,37 - -
8 300 0,00 £0,01 - -
9 300 0,60 + 0,22 - 0,20 + 0,08
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Cislo i(oncrentrace Koncentrace

vzorku prld?rlr:(:;lgll(éaClz DNA (ng/ul) A260/A280 A260/A230
10 400 0,00 £ 0,00 - -
11 400 0,50 + 0,67 3,27 £2,50 0,54 £0,10
12 400 1,40 + 2,53 2,45 + 3,54 0,49 £0,23
13 500 0,40 +0,92 5,34 + 8,30 0,09 £ 0,26
14 500 0,75+0,49 0,12 £ 2,55 -
15 500 1,40+ 1,20 4,05 £ 0,55 0,28 £ 0,07

Na Obrazek 3 je vidét, ze zadna kiivka se tvarem nepodoba spektru typickému pro ¢istou DNA
(pti typickém spektru v konvexni ¢asti je absorpéni minimum pii 230 nm, v konkavni je
maximum pii 260 nm). V Tabulka 6 jsou hodnoty koncentraci velmi malé (v rozmezi 0,0-1,4
CaCly nez u ostatnich vzorkt. Hodnoty poméra A260/A280 a A260/A230 neodpovidaji
rozmezi 1,8-2,0, coz ukazuje na pfitomnost kontaminujicich latek. Na zakladé grafu a hodnot
Vv tabulce lze udélat zavér, Ze realna koncentrace piitomné DNA ve vSech vzorcich je piilis
nizka na to, aby mohla byt zaznamenana piistrojem. Z tohoto divodu nebyla tyto vzorky dale
analyzovany.

5.2 Druha izolace DNA z jablka; homogenizace vzorku ve ti‘eci misce

Jak uz bylo zminéno, pti druhé izolaci byl vzorek jablka homogenizovan ve tieci misce a potom
bylo potifebné mnozstvi ptidano do zkumavek. V pribéhu izola¢niho procesu se na hlading
smesi obsahujici vzorek objevila vrstva sacharidii. Pfidanim roztokti CaCl> se nepodafilo
vysrazet celé mnozstvi sacharidu a jejich piitomnost byla patrna po celou dobu izolace. Tento
krat byly pouzity pouze roztoky CaCl, s koncentracemi v rozmezi 200-400 mmol/I.

5.2.1 Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA
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Obrézek 4. Absorpcni spektra izolované DNA. Homogenizace vzorku ve tireci misce
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Tabulka 7. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty izolované DNA. Homogenizace
vzorku ve tieci misce

Cislo vt(onc’entrace Koncentrace
vzorku prldzlneholl(lj)aClz DNA (ng/yl) A260/A280 A260/A230
mmo
1 200 0,87 £ 0,61 0,34 +2,89 -
2 200 1,23+0,12 1,71 +0,38 -
3 300 1,60 + 0,26 1,46 £ 0,43 -
4 300 1,70 £ 0,85 1,00 £ 0,28 -
5 400 1,07 + 0,06 1,29 + 0,40 -
6 400 2,07 +0,42 1,26 £ 0,21 -

V Tabulka 7 je vidét, ze hodnoty koncentrace DNA jsou velmi nizké (v rozmezi 0,87-2,07
ng/ul). Ve srovnani s pfedchozim postupem jsou vSak vyS$i proto tento typ homogenizace
(rozméInéni vzorku v tieci misce) byl pouzit pti dalich izolacich. Pii porovnani jednotlivych
vzorki je vidét, Ze pii pouZiti vice koncentrovaného roztoku CaCl, trochu vzrista i koncentrace
izolované DNA. Hodnoty poméru absorbanci pii vinovych délkach 260/280 a 260/230 jsou
vyrazné Nizsi, nez 1,8 co ukazuje na piitomnost kontaminujicich latek, jako jsou proteiny,
sacharidy, fenolické latky nebo zbytky cinidel pouzitych béhem izolace. V tomto piipadé
vSechny kiivky maji podobny tvar, proto je mozné uvazovat, ze zména upravy vzorku meéla
pozitivni vliv na izola¢ni proces. Navzdory tomu ale izola¢ni kiivky (Obrazek 4) obsahuji
zaporne hodnoty, k ¢emu by nemélo viibec dochazet. Obecné se da ud¢€lat zavér, Ze pristroj
nebyl schopen piesné zachytit a ur¢it mnozstvi DNA ve vzorcich kvili ptili§ nizké koncentrace
DNA a velkému mnozstvi kontaminantli, proto izolovina DNA nebyla pouzita pti dalSich
analyzach.

5.3 Tieti izolace DNA z jablka; homogenizace vzorku ve tieci misce a dvojita
inkubace s CTAB pufrem

Pii provedeni tietiho pokusu o izolaci DNA doslo k dal$i upravé postupu (popsano v kapitole
4.2.1.3). Zminén¢ Upravy by mely slouzit k odstranéni vét§iho mnozstvi fenolickych latek a
polysacharidd, které kontaminuji vzorek a rusi spektrofotometrické meéteni. Z kiivek grafu
muizeme piedpokladat, Ze uprava postupu neméla vyznam pro izolaci DNA z jablka. Jak uz
bylo zminéno pfi spravném tvaru absorpéniho spektra ma kiivka minimum pii 230 nm a
maximum pii 260 nm. Na Obrazek 5 je vidét, Ze absorp¢ni spektra vétsiny vzorki leZi téméft na
ose X, coz odpovida slepému vzorku (jako slepy vzorek byl pouzit TE pufr). To, Ze pouzita
uprava vzorkl nebyla uspéSna potvrzuji vysledky méteni koncentraci. Vysledky jsou viditelné
nizsi, nez v kapitole 5.2.
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5.3.1 Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA
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Obrazek 5. Absorpcni spektra izolované DNA. Homogenizace vzorku ve treci misce
a dvojita inkubace s CTAB pufrem

Tabulka 8. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty izolované DNA. Homogenizace
vzorku ve treci misce a dvojitd inkubace s CTAB pufrem

Cislo Koncentrace Koncentrace
prl aneno cadlp
vzorku ridaného CaCl DNA (ng/l) A260/A280 A260/A230
(mmol/l)

1 200 0,50 + 0,50 1,47 £1,25 -
2 200 0,33+ 0,15 - 0,03 +0,02
3 300 0,07 +£0,23 - -
4 300 0,57 £ 0,23 - 0,05+ 0,03
5 400 0,00 + 0,69 3,63+ 2,00 -
6 400 2,03+1,25 1,45 £ 0,51 -

Z dat v Tabulka 8 je vidét, Ze hodnoty naméfené koncentrace jsou jesté nizsi, nez v predchozi
kapitole. Souhrn informaci z tabulky a grafu ukazuje, Ze koncentrace izolované DNA je piili$
mala na to, aby byla pouzitelna na dalsi analyzy.

5.4 Ctvrta izolace DNA z jablka; lyofilizace vzorku

Kdyz se nepodatilo izolovat DNA z ¢erstvého jablka, bylo rozhodnuto upravit vzorek pomoci
lyofilizace, abychom snizili mnozstvi tekuté slozky. Nasledné byl vzorek homogenizovan
ve tfeci misce. V prib&hu izolace nebyla zaznamenana viditelnd pfitomnost sacharidli ve
vzorcich. Roztoky byly prithledné a neméli na hlading vrstvu viskozni, lepkavé kapaliny.
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5.4.1 Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA
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Obrazek 6. Izolacni krivky izolované DNA. Lyofilizace vzorku

Tabulka 9. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty izolované DNA. Lyofilizace
vzorku

Cislo Koncentrace Koncentrace
pridaného CaCl; A260/A280 A260/A230
vzorku (mmol/l) DNA (ng/ul)
1 100 4587 + 1,77 1,78 +£ 0,03 1,57 £ 0,04
2 100 4573 + 1,50 1,79 £ 0,04 1,80 £ 0,08
3 200 69,93+ 1,70 1,68 £ 0,01 1,92 +£ 0,05
4 200 62,67 £ 0,76 1,71 £ 0,05 2,00 £0,16
5 300 49,77 + 3,46 1,68 £ 0,08 1,40 £ 0,30
6 300 38,87 + 0,65 1,73 £ 0,03 2,08 +£ 0,09
7 400 28,03 + 0,84 1,88 + 0,03 1,87 £ 0,17
8 400 49,50 + 2,29 1,67 £0,04 1,69 £0,10
9 500 53,27 + 2,48 1,77 £ 0,06 1,90 £ 0,03
10 500 48,27 + 1,27 1,77 £ 0,02 1,81 £ 0,22

Na Obrézek 6 je vidét, Ze vysledky jsou vyrazné lepsi nez v predchozich ptipadech. Absorpéni
spektra maji tvar typicky pro ¢istou DNA. To ukazuje, Ze pfipravené vzorky obsahuji mnozstvi
DNA, které muze byt zachyceno pfistrojem. Z vysledku je vidét, ze na lyofilizovaném vzorku
izola¢ni proces funguje uplné jinak, néz na Cerstvém jablku. Z tohoto divodu je mozné udélat
zavér, ze Uprava obsahu vody je nezbytna. Nejvétsi mnozstvi DNA bylo izolovano ze vzorkd,
ke kterym byl pfidan 200 mM roztok CaClz. Pomér absorbanci A260/A280 je ve vétSing
ptipadu trochu niz$i nez 1,8. MiiZze to znamenat pritomnost kontaminujicich latek, jako jsou
proteiny. Pomeér absorbanci A260/A230 ma ve vét$in€ piipadi hodnoty oznacujici ¢istou DNA
a spadajici do rozmezi 1,8-2,0. Vzorky ¢islo 1, 5 a 8 maji nizs§i hodnoty, nez 1,8 co ukazuje na
pritomnost fenolickych latek nebo zbytek ¢inidel pouzitych béhem izolace. V obou ptipadech
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poméru je kontaminace mirna a proto DNA, kterd byla izolovana v timto zpisobem byla
vyuzita pro PCR analyzu a néaslednou elektroforézu.

5.4.2 PCR analyza a agarézova gelova elektroforéza s vyuzitim primeria specifickych
pro rostlinnou DNA

Pro ovéfeni amplifikovatelnosti izolované DNA byla pouzita real-time PCR s naslednou

analyzou k¥ivek tani. VSechny vzorky DNA byly nafedény na koncentraci 10 ng/ul. Jako

pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovana z listu jabloné (jeji amplifikovatelnost byla

predem dokazana). Pfi tomto méfeni byly pouziti primery specifické pro rostlinnou DNA.

Teplotni profil byl popsan v Tabulka 2.
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Obrazek 7. Krivky tani. 100/200/300/400/500 — koncentrace CaCl>
v mmol/l, PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola

Cernou §ipkou jsou oznaéeny piky specifickych produktti. Na Obrazek 7 je vidét, Ze se podatilo
amplifikovat DNA u vétsiny vzorkt. U vzorkd 100 1, 100 2, 300 2 a 400 1 je mnoZstvi
specifickych produkt ve srovnani s ostatnimi vzorky velmi nizké a nelze s jistotou fict, ze
DNA byla amplifikovana. Piestoze vzorky 300 2 a 400 1 m¢ly dobré parametry pfi
spektrofotometrickém stanoveni (Tabulka 9), da se ptedpokladat, Zze v tomto piipadé mohlo
dojit k chyb¢ pfi izolaci DNA (napf. k nedostateénému vysuseni vzorku po srazeni ethanolem)
¢i pfi priprav€é PCR smési. VSechny vzorky byly déale analyzovany agar6zovou gelovou
elektroforezou.
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Obrazek 8. Agardzova gelova elektroforéza vzorkit DNA, které byly analyzované
v kapitole 5.4.2, S — standart, PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola,
100-500 — koncentrace CaClz pouzitého béhem izolace DNA

Vysledky po gelové elektroforéze odpovidaji vysledkim PCR analyzy. Na Obrazek 7 je vidét,
ze v pripadé DNA, ktera byla izolovana s vyuzitim 100 mM CaCl; (vzorky 100.A.1 - 100.B.2
na Obrazek 8), vzniklo vyrazné niz$i mnozstvi specifickych produkti, nez u ostatnich vzorki.
Mohlo to byt zpusobeno vétsim mnozstvim kontaminantl, které zpusobily inhibici PCR
analyzy. Dalo by se tedy piedpokladat, ze pouzité mnozstvi chloridu vapenatého nestaéilo na
dostate¢né precisténi vzorki. Nepovedly se takeé vzorky 300.B a 400.A, které byly izolovany
pomoci 300 mM a 400 mM roztoku CaCl,. To, ze u vzorka paralelnich ke vzorkim 300.B a
400.A pokus vysel, ukazuje na to, Ze za tento vysledek nejspiSe nebyla zodpovédna koncentrace
CaCl, ale pravdépodobné blize neuréena chyba pii ptipravé PCR smési. Délka amplikonu je
ptiblizné 500 pb.

5.4.3 PCR analyza a agardzova gelova elektroforéza s vyuzitim primera specifickych

pro DNA jabloné

Pti tomto mé&feni byly pouziti primery specifické pro DNA jabloné. Teplotni profil byl popsan
v Tabulka 5. Vsechny vzorky DNA byly nafedény na koncentraci 10 ng/pl. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita stejna DNA izolovana z listu jablong, jak v kapitole 5.4.2. V této analyze
byly vynechany vzorky 300.B a 400.A, které pii predchozi PCR analyze nebyly amplifikovany.
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Obrazek 9. Krivky tani. 100/200/300/400/500 — koncentrace CaCl, v
mmol/l, PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola

Cernou $ipkou jsou oznaceny piky specifickych produkti. Na Obrazek 9 je vidét, ze se podatilo
uspésné amplifikovat DNA u v8ech vzorki. Na rozdil od piedchozi PCR analyzy, tento krat se
amplifikovaly vzorky, které byly izolovany pomoci 100 mM roztoku CaCl,. Také mizeme
primert, kiivky tani v obou ptipadech maji rizny tvar. VSechny vzorky byly dale analyzovany
agarézovou gelovou elektroforézou.
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Obrazek 10. Agardozova gelova elektroforéza vzorkiic DNA. S — standart, PK —
pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola, 100-500 — koncentrace CaCl; pouzitého
behem izolace DNA

Vysledky po gelové elektroforéze odpovidaji vysledkim PCR analyzy. VSechny vzorky byly
uspésné amplifikovany. Délka amplifikont je pfiblizné 100 pb. V ptipadé vzorkt izolovanych
s pouzitim 100 mM CaCl, byl na rozdil od ostatnich vzorkti amplifikovan pouze kratsi
amplikon. Mohlo to byt spojené sriznou citlivosti PCR analyz viéi inhibitorim [41].
Pravdépodobné, 100 mM roztok chloridu vapenatého nestaci na odstranéni vsech kontaminantti
a PCR v predchozi kapitole byla vice ovlivnéna.
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6 ZAVER

Existuje velké mnozstvi faktord, které komplikuji nebo brani v izolaci rostlinné DNA. Divody
neuspesné izolace mizou byt nespravna manipulace, zpisoby uchovavani vzorkt nebo chyba
v postupu. Jednim z nejéastéjSich problémd je p¥itomnost kontaminujicich latek ve vzorku, jako
napiiklad proteiny, sacharidy, fenolické latky nebo RNA.

Pii izolaci DNA z jablka zptisobuji nejvétsi potize polysacharidy, které jsou ve velkém
mnozstvi obsazeny v jablku (pektin, celuloza, fruktdza a podobn¢). Odstranéni téchto latek ze
vzorku je dost naroc¢né, ale hlavné nezbytné, protoze polysacharidy muzou pusobit jako
inhibitory pfi izolaci DNA a nasledné PCR analyze. Proto hlavnim cilem této prace byla
optimalizace izola¢niho procesu testovanim rtiznych koncentraci roztokt chloridu vapenatého,
ktery polysacharidy srazi [40].

Jako bylo zminéno vySe, jako vzorek bylo pouzito jablko (Cerstvé a lyofilizované), jakozto
ovoce, které je bohaté na pektin a zaroveinn se v rtznych potravinach rostlinného ptvodu
vyskytuje Casto a ve velkych mnozstvich [1, 3]. DNA byla izolovana podle CTAB protokolu
s ptidavkem roztoku CaCls.

Jak bylo zjisténo, Uprava vzorku lyofilizaci byla nutnd, protoze metoda izolace DNA podle
CTAB protokolu z ¢erstvého (nelyofilizovaného) plodu poskytovala pouze velmi nizké ¢i
nulové vytézky. Pravdépodobné to bylo zptisobeno velkym obsahem tekuté slozky (vody), ktera
tvoii cca 85 % jablka [3]. Navazka 0,05 g Cerstvého jablka tedy obsahovala pouze cca 7,5 mg
pevné slozky. V ptipadé 0,05 g lyofilizovaného vzorku tvorila pevna slozka celé toto mnozstvi.

Jak bylo vidét z kiivek tani a z vysledku elektroforézy ze vSech vzorku, byla ziskana
amplifikovatelnda DNA, kromé tech vzorkd, které byly izolovany s pfidanim 100 mM roztoku
CaCl,. Tim padem je mozné fict, Ze pro izolaci amplifikovatelné DNA z jablka staci
koncentrace chloridu vapenatého 200 mmol/l. Vétsi koncentrace nezpusobuji komplikace, ale
jsou zbyte¢né. Vzorky s 100 mM CaCl; se chovaly rizné pii pouziti riznych primert. Pfi
pouziti primert specifickych pro rostlinnou DNA, které amplifikovaly cca 500 bp produkt, se
tento produkt na rozdil od zbytku vzorku nepodafilo detekovat. Az pii pouziti primera
specifickych vyhradn¢ pro DNA jablka, a amplifikujicich krat$i produkt, byly vzorky DNA
izolované s pouzitim 100mM CaCl; uspésn¢ amplifikovany. Pravdépodobné, vzorky izolovany
pomoci 100 mM roztoku CaCl, méli vétsi mnozstvi inhibitord, které neovliviiuji vSechny PCR
reakce stejné, coz také muize ukazovat na malou u¢innost tohoto mnozstvi CaClz [41].
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