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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva mikroizolaci rostlinné DNA z 10 riznych technologicky
zpracovanych potravinovych vyrobkd obsahujicich papriku (Capsicum annum). DNA
Vv kvalité vhodné pro PCR byla izolovana z homogenatl ptipravenych v lyza¢nim roztoku
s CTAB pomoci magnetickych ¢astic PGMA funkcionalizovanych karboxylovymi
skupinami.  Kvantita a kvalita DNA byla stanovena spektrofotometricky a ovéfena
metodami PCR s primery specifickymi pro rostlinnou rDNA. Kvalita izolované DNA se
lisila v zévislosti na technologickém zpracovani vyrobkii. DNA izolovana z uzené mleté
papriky a z tepelné oSetfenych vyrobku (s vyjimkou jednoho vyrobku) byla degradovand a
amplifikovala se jen s primery F_26S a R_26S (produkt PCR o velikosti 220 bp) na rozdil
od primert F 18S a R_5.8S (produkt PCR 700 bp). DNA izolované z dalsich potravinovych
vyrobkl se amplifikovaly s primery F_18S a R_5.8S (produkt PCR 700bp). PCR produkt z
jedné mleté papriky (Zitavska paprika) byl klonovan a sekvencovan.

ABSTRACT

The diploma thesis deals with micromethod of DNA isolation from ten differently
processing food products containing pepper (Capsicum annum). PCR ready DNA was
isolated by magnetic particles PGMA functionalized by carboxyl groups from homogenates
prepared in lysis buffer with CTAB. Quantity and quality of DNA was estimated using
spectrophotometric measurements and verified using PCR methods with primers specific for
plant rDNA. Quality of isolated DNA varied depending on processing technology. DNA
isolated from smoked grinded peppers and from heat treated food products was degraded
and amplified with primers F_26S and R_26S (PCR product 220 bp) in contrary to the
primers F_18S and R_5.8S (PCR product 700 bp). DNA isolated from the other food
products was amplified with primers F_18S and R_5.8S (PCR product 700 bp). PCR
product from one grinded pepper (Zitavska paprika) was cloned and sequenced.
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1. UVOD

Rozsiteni analytickych technik pro detekci falSovani potravin, pro ochranu spotiebitele
je velmi dulezité. Instrumentalni metody umoziuji detegovat rizné sloucenin rychle
a s velkou citlivosti. Vyrobci potravin produkujici nespravné oznacené potraviny mohou
pouzivat postupy které znesnadiuji detegovat odliSnosti, a tak umoznit prodavat mén¢
kvalitni produkty jako kvalitni. Od objevu polymerasové fetézové reakce (PCR) je kladen
velky diraz na molekularné biologické metody. Analyzou specifickych bilkovin
a nukleovych kyselin Ize ziskat velice cenné informace tykajici se detekce alergenti a
genoveé modifikovanych organismti (GMO). DNA je odolnéjsi molekula pfi technologickém
zpracovani potravin nez bilkoviny, proto ma piednost pouzivani metody PCR, i kdyZz
imunochemické analyzy nejsou zanedbatelné. Z komplexnich vzorki muze byt izolace DNA
Vv kvalit¢ vhodné pro PCR naro¢nd. S odstranénim inhibitorti izolovanych spolu s DNA
se zabyva velky pocet praci. Kromé pfitomnosti inhibitorti mize zabranit amplifikaci DNA
i jeji degradace DNA v dusledku chemickych, tepelnych nebo enzymatickych procest
pti vyrobé. Kromé detekce falSovani potravin PCR moznost kontrolovat mikrobiologickou
nezavadnost potravin bez potieby kultivace.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Autenticita potravin

Kvalita potravin ma dulezity vyznam pro spotiebitele i potravinaisky pramysl. Analyza
pivodu nutrienti a ingredienci potravin je primarni pro ochranu konzumentl proti
podvodiim. Mezi hlavni zptisoby falSovani patii nahrazeni drazSich ingredienci za levné&;jsi,
kvalitn€j$i za mén¢ kvalitni. Typickym piipadem je falSovani olivového oleje, ktery
je nahrazen palmovym, slune¢nicovym nebo mandlovym olejem. Kromé klamani
spotiebitele to mize byt nebezpetné pro zdravi konzumenta, pokud do potravin jsou piidany
1 alergeny, napt. nahrazeni olivového oleje liskovym [1].

2.1.1 Metody detekce falSovani potravin

Bézné techniky zaloZené na fyzikalné-chemickych principech, jako jsou chromatografické
(HPLC, GC) aspektroskopické metody jsou hojné v laboratofich vyuzivany, ale
zamény biochemicky obdobnych materiali jsou téZko detegovatelné. Chromatografické
metody umoznuji rychlou a spolehlivou separaci molekul z komplexnich vzork. Metoda
kapalinové chromatografie je zalozena na separaci molekul na zéklad¢ rozdilné polarity,
naboje a velikosti molekul. Plynova chromatografie u¢inné separuje t€kavé latky. Techniky
zalozené na meéfeni izotopického slozeni potraviny jsou hojné vyuzivany pro detekci
falsovani vina, ovocnych produktli, medu a dalSich potravin. Dle poméru izotopi H nebo O
pochazejicich z vody, N nebo C pochazejicich z pudy v zemédé€lskych oblastech a poméru
izotopt S typickych pro rizné geologické oblasti 1ze zjistit ptivod vzorkt [2]. V poslednich
letech se stoupd zajem o analyzy na zakladé¢ molekularné biologického slozeni potravin.
Mezi novéjsi techniky patii proteomika, pomoci které 1ze ziskat informace o struktuie
a funkci proteini. Metoda je uzitena pii ziskdni informaci o zméné proteinti. Proteomické
metody jsou nej€astéji kombinovany s hmotnostni spektrometrii. Detekce nespravné
oznacenych potravin bohatych na bilkoviny jako je maso a mlééni vyrobky, jsou
analyzované na zaklad¢ obsahu myoglobini, hemoglobini a kaseinii. Dalsi ¢asto falSované
potraviny jako jsou med a vino mohou byt také analyzovatelné proteomickymi metodami;
chemické metody jsou ale rozsifenéjsi [3]. Imunologické techniky jsou zaloZeny na
specifickych intereakcich mezi protilatkou a antigenem — jsou rychlé, specifické a citlivé a
cenove dostupné [2].

Metody zaloZené na analyze DNA, jako je napfiklad polymerasova fetézova reakce
(PCR), predstavuji dilezity prostiedek pro urCeni pivodu potravin [4, 5], identifikaci
alergent [6] a detekci genové modifikovanych organismi (GMO) [7, 8]. Analyza na zakladé
nukleovych kyselin vyzaduje vyhledani usekiit DNA, které jsou specifické pro dany druh
organismu. Metoda je velice citliva, pozitivni signdl je ziskan jiz z malého mnozstvi DNA
(1 102 g). Moderni inovaci konvenéni PCR je PCR v realném &ase (QPCR). PCR v redlném
case oproti konvenéni PCR ma velkou vyhodou v rychlost provedeni analyzy a ziskéni
dalsich informaci o vzorku, jako je stanoveni koncentrace. Do reakéni smési se piidavaji
fluorescenéni barviva, fluorescenéné znacené sondy nebo fluorescenéné znacenych primery.
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Fluorescence je meéfena v kazdém cyklu PCR. Narist intenzity fluorescence je piimo
umérny mnozstvi amplikonii ve vzorku. Vysledky jsou kvantifikovany dle amplifika¢nich
ktivek [7].

PCR jako moznost analyzy potravin ziskala velkou pozornost po zjisténi nespravného
oznaCeni potravin po detekci komiského masa v masnych vyrobcich z hovéziho masa.
Pomoci PCR byly zjistény ptidavky krevnich bilkovin a dalSich ZzivociSnych tkani
do masnych vyrobkiu jako nahrada svaloviny [9]. Textura masnych produktd je casto
upravovana pridavkem mouky. Pro zvysSeni vyzivové hodnoty a jako ndhrada masa vSak
neni akceptovand. Séjové izolaty, koncentraty a mouky jsou levnym zdrojem proteint.
Z tohoto diivodu jsou nejpouzivanéjsi — lze se setkat i s pfidavkem hraskové a ryzové
mouky. Krom¢ klamani spotiebitele velké mnozstvi rostlinného materialu zvySuje vlhkost a
tim vytvaii optimalni prostfedi pro mnozeni mikroorganismd, nemluvé o tom, Ze soja je
zndmym alergenem [10]. Nahrazeni buvoliho mléka kravskym je ucinné detegovatelny
pomoci PCR. Modifikace jako RAPD a SCAR byly uspésné pouzity pro detekci ptivodu
mléka v mlé¢nych vyrobceich, coz se sleduje napf. pii potravin s chranénym oznacenym
puvodu [9].

Izolace nukleovych kyselin je proto dulezitym krokem pro vSechny metody zalozené
na analyze DNA. V praxi se pouziva celd fada postupti pro izolaci nukleovych kyselin.
Vzhledem k zaméteni prace bude hlavni pozornost zamétena na izolaci DNA z rostlinnych
tkéni s cilem ziskat DNA v kvalité¢ vhodné pro analyzu molekularné biologickymi metodami
(PCR).

2.2 Polymerasova ietézova reakce

Metoda je rychla a citliva, na amplifikaci teoreticky staci jedna molekula DNA, ktera
slouZzi jako templat pro cyklicky se opakujici syntézu nového vladkna. Pravidelné se stiidaji 3
kroky:

e Denaturace: na zacatku reakce je molekula DNA se zahiiva na 95 °C na 5 minut,
pii kterém dochazi k pferuseni vazeb mezi dvousroubovice a oddéleni fetézcd.
Stabilita DNA pfi vysSich teplotach je zavislad na obsahu G-C, mezi kterych jsou tii
vodikové mustky a tim jsou odolné;jsi viici vySsim teplotam.

e Annealing — pfipojeni priméri k oddélenym fetézcim: renaturace templatu
ochlazenim na50-65 °C. Optimalni teplota zavisi na délce oligonukleotidovych
primérii a na poméru A-T/G-C, obecné o 5 °C nizsi teplota nez teplota tani (Tm).
Syntéza probihd ve sméru 5'— 3.

e Elongace — syntéza novych fetézcG DNA za katalytického pusobeni DNA
polymerasy: DNA polymerasa se pfipojenim na 3" konce primerli syntetizuje nové
vldkno DNA dle templatu. Tento krok se nejcastéji probiha pti 72 °C [11-13].

Reakce se probiha v termocykleru, kde teplota se méni podle vybraného programu v danych
Casovych intervalech. Optimalni pocet cykli se pohybuje v rozmezi 25-35. Pii amplifikaci
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neporuseného tseku DNA reakci Ize ziskat 2" amplikonii (kde n je pocet cyklt). Chemicka,
mechanickd, tepelnd a enzymatickd Uprava potravin vSak muze degradovat
vysokomolekuldrni DNA na krats$i fragmenty. V takych piipadech je lepsi amplifikovat
krat$i iseky DNA s délkou 80 az 200 bp [11-14].

2.2.1 Komponenty pro PCR
Sm¢és pro PCR obsahuje nasledujici komponenty:
e Voda pro PCR: slouzi pro doplnéni smeési na pozadovany objem.

e Pufr pro PCR: vytvafi optimalni prostfedi pro DNA polymerasu, sloZeni je specifické
pro kazdou polymerasu, obsahuje Tris-HCI, soli NaCl nebo KCI a Mg?* ionty.

e Primery: deoxyoligonukleotidy skladajici se z 18-25 nukleotidi komplementarni
k templatu. Primery forward (5°) a reverse (3) by nemély byt vzijemné
komplementarni, oba priméry by mély mit podobnou teplotu tani s optimalnim
obsahem G/C a A/T.

e dNTP: pouzivaji se 4 typy nukleotidt (2'- deoxyribonukleosid-5'-trifosfatti) — dNTP
(N = guanosin, adenosin, thymidin nebo cytydin)

e DNA polymerasa: termostabilni polymerasa z riznych termofilnich mikroorganismui.
Taq DNA polymerasa z Thermus aquaticus ma pouze 5°—3 aktivitu a je neschopna
opravovat chyby vzniklé pfi replikaci. Pro ptesnéjsi syntézu se pouziva Pwo a Pfu
polymerdza z Pyrococcus woesei a Pyrococcus furiosus, které  maji
3'—5’exonukleasovou aktivitu. Tth polymeréza z Thermus thermophilus je také
hojné vyuzivana, funguje i jako reversni transkriptaza a slouzi pro RT-PCR [11, 12].

2.3 Metody izolace DNA

Slozeni rostlinné tkdné¢ u rUznych rostlinnych druhtt se vyrazné liSi. Chemicka
riznorodost mezi jednotlivymi druhy rostlin mtize mit za nasledek nedostate¢né vytézky
DNA pi1 pouZiti jednoho i1zolacniho postupu [15]. Na rozdil od izolace DNA z Zivocisné
tkan¢ nebo mikroorganismii musi byt izolani postupy specidlné upraveny pro kazdy
rostlinny druh, a dokonce i pro kazdou rostlinou tkan [16, 17]. Z dtivodi ptitomnosti latek,
které mohou interferovat napt. pti amplifikaci DNA, je jeji izolace v pozadované kvalité
Casto velice narocna [18]. Nejvétsi podil na slozitosti izolace DNA zrostlin maji
polysacharidy, polyfenoly proteiny [19]. Proces extrakce DNA z rostlinné bunky zahrnuje
odstranéni polysacharidii a polyfenolickych slouc¢enin s naslednou deproteinizaci DNA, jeji
srazeni a purifikaci. Casty problém extrakce DNA spo¢iva ve vytvafeni komplexii
polysacharidt a polyfenolickych sloucenin s nukleovymi kyselinami.
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2.3.1 Lyze bunék

Existuje fada postupti pro izolaci a purifikaci DNA; metoda se voli s ohledem na typ
materialu a na ucel pro ktery bude nukleova kyselina pouzita. V ptipadé rostlinnych bunék,
které maji bunécnou sténu, je potfeba mechanickd homogenizace, Pocatecni faze extrakce
DNA spociva v mechanickém rozruSeni rostlinné tkané (napi. v tfeci misce) v prostiedi
tekutého dusiku, kdy dochazi k dehydrataci tkané. Je dutlezité, aby rostlinna tkan byla
zmrazena po celou dobu dezitengrace z divodu zamezeni ptipadné degradace DNA. Behem
lyze je bunéna sténa rozpusténa pridavkem dodecylsulfatu sodného (SDS),
cetyltrimethylamonium bromidu (CTAB) nebo pomoci jinych detergentt [19-21].

2.3.2 lzolace DNA

DNA se ziska zlyzatu bunék extrakci smési fenol:chloroformem (1:1) nebo fenol:
chloroform:isoamylalkoholem (25:24:1), kde fenol slouzi pro denaturaci proteinu,
chloroform zvySuje hustotu organické vrstvy a isoamylalkohol zabranuje vzniku pény.
Dojde k rozdéleni smési do dvou fazi: horni fazi tvoti vodny roztok obsahujici DNA; spodni
organickd faze je tvofend fenolem (fenolem a chloroformem). Mezi vodnou a organickou
fazi se nachazi mezifaze tvofend denaturovanymi proteiny a zbytky bunéénych stén. Dalsi
extrakci smési chloroform:isoamylalkoholem (24:1) nebo chloroform:oktanolem (24:1)
se odstrani zbytky fenolu, [19-21]. Poté se DNA vysrazi z vodného roztoku. Nejprve se
ptida vysoké koncentrace vhodné soli (2 M NaCl, 2 M LiCl, 3 M octan sodny nebo 10 M
octan amonny). lonty si vytvareji hydratatni obal ¢imz odejmou DNA vodu (tzv.
vysolovani). Pak se ke smési pfida malo polarni latka (napf. ethanol nebo isopropanol) -
snizenim polarity rozpoustédla vede ke srazeni DNA. Srazeni nukleovych kyselin napomaha
ochlazeni smési. Po centrifugaci se sediment promyje 70 % ethanolem za uc¢elem odstranéni
soli. Po vysuSeni sedimentu se DNA rozpusti ve vhodném pufru [11]. Béhem procesu
extrakce je DNA chranéna pied pisobenim endogennich nukleas ptitomnosti disodné soli
kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) v extrakénim pufru. EDTA chelatuje ionty, které
jsou nezbytnym kofaktorem vétSiny endonukleas.

Rostlinné pletivo vsak ¢asto obsahuje velké mnozstvi polysacharidi, proteint, polyfenola
a sekundarnich metabolit, které snizuji kvalitu a kvantitu izolované DNA, interferuji
béhem méteni absorpéniho spektra nebo inhibuji v PCR. JelikoZ sloZeni rostlinnych pletiv je
velmi riznorodé existuje fada modifikaci extrakénich postuptt upravenych pro jednotlivé
druhy rostlin. Obvykle je zapotiebi optimalizovat metodu pro dany vzorek (pletivo). Béhem
lyze bunck jsou polyfenoly uvolnény a oxidovadny bunéénymi oxidasami. Oxidované
polyfenoly podléhaji ireversibilni interakci s DNA. lzolace DNA zrostlin bohaté
na polyfenoly vyZaduje ptidavek antioxidanti. Do homogenatu lze piidat N-
fenacylthiazolium bromid (PTB), p-merkaptoethanol nebo polyvinylpirrolidon (PVP) pro
odstranéni polyfenolt.
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2.4 Pevné nosicCe

K izolaci DNA lze vedle fenolové extrakce pouzivat alternativni metody zalozené
na adsorpci DNA na povrch pevnych ¢éstic jako jsou magnetické nosice, nebo purifikace
nukleovych kyselin na chromatografickych kolonkach [20]. Gelové chromatografické
kolonky umoziuji separaci molekul podle velikosti, mensi molekuly prostupuji do porézni
matrice a tim prochazeji pomaleji nez velké molekuly nukleovych kyselin. Afinitni
chromatografické kolonky nejcastéji obsahuji kladné nabité nosice (Castice) a funguji jako
iontoméni¢ova chromatografie. Magnetické nosi¢e nebo chromatografické kolonky s DNA
se precisti odmytim nezadoucich molekul, navazana DNA se eluuje do pufru [11].
Adsorp¢ni techniky jsou rychlé, pomoci kterych 1ze ziskat DNA vysoké Cistoty bez nutnosti
pouziti toxickych organickych rozpoustédel (fenolova extrakce).

2.4.1 Magnetické nosice

Pomoci magnetickych mikro a nanocastic lze efektivné a rychle separovat molekuly.
V poslednich letech se stalo rutinni purifika¢ni metodou, kterou lze dobie automatizovat
[22-24].

Magnetické nosi¢e maji vétSinou charakter kompozitnich materialt (Obrazek 1). Jsou
slozeny z vlastni fero — nebo ferimagnetické slozky, ktera tvofi jadro nosice a je zodpovédna
za interakci s vnéj$im magnetickym polem (tedy za magnetické vlastnosti nosice) a slozky
diamagnetické (nemagnetické), ktera zajiStuje pozadovanou interakci s biologickymi
systétmy. Nejpouzivanéj§imi materidly pro pfipravu magnetickych jader jsou
biokompatibilni magnetické oxidy zeleza a rizné typy feriti ve form¢ praSkd nebo
magnetickych kapalin [25]. Nejcastéji se pouziva magnetitové (FesOs) nebo maghemitove
(y-Fe203) jadro. Pro piipravu jadra existuje nékolik metod, z kterych nejcéastéji se lze setkat
koprecipitaci. Produkce probiha v bazické prostiedi — v ptitomnosti amoniaku, kdy molarni
pomér mezi Fe3* a divalentnich soli (Fe**, Co?*, Cu?") je roven 2. Chemicka reakce pak
probiha dle rovnice:

2Fe* + Fe* +80H ™ — Fe,0, +4H,0

Pridavek oxidacnich a chelatacnich ¢inidel ovliviiuji charakter ¢astic.

Byly vyvinuty i dal$i mén¢ béZné metody piipravy magnetick¢ého jadra jako jsou
mikroemulze a termolyza organokovovych slouc¢enin (Fe(CO)s, Ni(CO)a4, Co2(CO)s) [22].
Jadro magnetického nosi¢e by mélo vykazovat superparamagnetické vlastnosti.
Superparamagnetické materidly vykazuji magnetické vlastnosti pouze v piitomnosti
vnéj$iho magnetického pole. Vysledkem jsou Castice s lepsi disperzitou v roztoku bez
tvorby agregati. Citlivost kvng§i magnetické poli je mnohem VvéEtSi  nez
U paramagnetickych materiali. Po vloZeni vnéj$iho magnetického pole ¢astice jsou rychle
magnetizovatelné, tim umoznuji rychlejsi a efektivnéjsi separaci i pomoci slabsich magnetu.
Magnetické jadro jsou stabilni pouze v roztocich s nizkou iontovou silou [22]. K zvySeni
stability a kzabranéni shlukovani nebo sedimentaci nosi¢l jsou ¢asto potazeny
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(enkapsulovany) chemicky inertni ochrannou vrstvou. Vnéjsi vrstva slouzi jak pro ochranu
jadra, tak i pro ochranu biologického materialu. Uprava povrchu inertnim materidlem
usnadiiuje separaci molekul dle fyzikéalnich (coulombické a van der Wals interakce) a
chemickych (vazba napt -COOH, -NH; a -PO4 skupin) interakci [22]. Ochrannou vrstvu
muze tvotit ptirodni (dextran, pullulan, chitosan, alginat, celulosa) nebo synteticky polymer
(rizné homo- a kopolymery) ¢i anorganicky material (oxid kfemicity) [22, 26]. Specidlné
pfipravené liposomy jsou také vhodné proenkapsulaci magnetického jadra.
Magnetoliposomy byly pouzity pro separaci antifosfolipidovych proteini, IgG protilatek a
jinych proteind [23]. Vyhodou magnetickych materidlti je moznost cilené manipulace
pusobenim vné&jsiho magnetického pole. Piehled typi magnetickych nano- a mikroc¢astic
pokrytych riznymi funkénimi skupinami a jejich interakci s DNA je uveden v souhrnné
préci [27, 28].

Purifikace nukleovych kyselin je zdkladnim pozadavkem pro price s DNA a RNA.
Casové naro¢né a pracné metody jako extrakce, sraZeni a centrifugace pomoci toxickych
roztokd nejsou zadouci, protoze muze dochazet k degradoci DNA nebo ke zméné jeji
struktury. Pro separaci interakce nukleovych kyselin s povrchem ¢astic lze zvysit
Vv pfitomnosti soli, PEG-u nebo SDS [22]. Pro interakci biologickych makromolekul a
povrchem magnetickych ¢astic kromé funkénich skupin jako -COOH a -NH2 byly pouzity
dalsi ligandy, které umoziuji specifickou separaci. Takymi ligandy jsou protilatky, které
umoziuji separaci dle imunitnich reakci. Jinymi ligandy jsou oligonukleotidy, které slouzi
pro specifické separaci komplementarniho jednoietezcové DNA nebo RNA. Vazba
oligonukleotidu na povrch &astic vyzaduje dal§i upravu povrchu napt. funkcionalizaci
-COOH skupin, pies které se oligonukleotid navaze na magnetické ¢astice (Obrazek 2) [23,
24].

Magnetické
jadro

Polymerni vrstva

Organické raménko

Funkéni molekula (ligand) /

Obrézek 1: Schematicka stavba magnetické nosice. Upraveno dle [29].
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Obrézek 2: Obecné mozZnosti separace biologickych molekul pomoci magnetickych éastic. Upraveno dle
[24].

2.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Uspé&snost purifikace DNA lze kontrolovat zméfenim absorbance v UV &asti spektra
v rozsahu vinovych délek 220-320 nm [30]. Delokalizované elektrony maji maximum
absorbance pii 260 nm. Pii této absorbanci lze rovnéz stanovit koncentraci DNA;
pfitomnost RNA vSak obsah DNA nadhodnocuje. Pfi denaturaci DNA dochézi k rlstu
absorbance (hyperchromicky efekt). Hodnota absorbance je ovlivnéna pomérem bazi
v nukleovych kyselinach. Pfi izolaci DNA se pouzivd fada rozpoustédel, ktera
pii nedostate€ném odstranéni by mohla ovlivnit ¢istotu izolované DNA. Vzorek miize déle
obsahovat zbytky bilkovin a dal$i kontaminanty. Fenol, ktery se pouziva pfi extrakci DNA
ma maximum absorbance pii 230 nm. Rovnéz nékteré kontaminujici latky (napf. huminové
kyseliny, rostlinné fenolické latky) koextrahované pii izolaci DNA absorbuji v oblasti
230 nm. Pomér Azeonm/A230nm by mél byt vétsi nez 1,8. Piitomnost polyfenolt se zjistuje
Z pomér Agsonm/Azzonm, ktery ma byt vrozmezi 1,2 — 1,3. Bilkoviny obsahujici
aminokyseliny s aromatickym jadrem maji maximum absorbance pii 280 nm a z poméru
Aoeonm/Azgonm 1ze zjistit, zda vzorek je dostatecné Cisty [31].

RNA ma maximum absorbance pfi 260 nm a jeji pfitomnost zvySuje hodnotu koncentrace
DNA. Proto je doporudovano odstranéni RNA srazenim LiCl. Uspé&nost srazeni RNA
je vhodné kontrolovat pomoci gelové elektroforézy [32]. Pti pouziti enzymu RNasa A
dochéazi sice ke stépeni RNA na krat$i fragmenty (které nejsou detegovatelné na gelu), ale
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hodnota absorbance se prakticky nemeéni. Pii velmi nizkych koncentracich DNA se pouziva
citlivgj$i metoda s pouzitim vhodnych fluorescencnich barviv, které se vazou na nukleové
kyseliny [21, 31].

2.6 Gelova elektroforéza na agarose

Gelova elektroforéza je hojné vyuZzivanou separa¢ni metodou v oblasti molekularni
biologie. Vzhledem k tomu, ze fosfatové skupiny v nukleovych kyselinach jsou negativné
nabité, molekuly DNA a RNA se pohybuji v elektrickém poli k anodé. Molekuly, které maji
velky naboj se pohybuji rychleji. Pii separaci molekul se rovnéz uplatiluje sitova struktura
gelu [12]. Koncentrace agarosy ovliviiuje velikost pora a tim i rychlost migrace molekul
v elektrickém poli. Agarosovou gelovou elektroforézou se obvykle u¢inné separuji
fragmenty DNA s délkou od 100 bp do 25 kbp. Modifikaci agarosy hydroxyethylaci Ize
ziskat agarosu s nizkou teplotou tani, ktera se pouziva kdy pro dalsi praci je potieba izolovat
fragment DNA z gelu. Gel z této agarosy obsahuje mensi pory, proto fragmenty migruji
pomaleji [33]. Pro vizualizaci separovanych molekul se pouZivaji interkalaéni cCinidla,
napf. ethidiumbromid, akridinova oranz, nebo profalvin, ktera se vazi na DNA (mezi oba
antiparalelni fetézce) a ptisobenim UV-svétla fluoreskuji [12]. Ethidiumbromid je nejbéznéji
pouzivanym fluorescenénim cinidlem pro vizualizaci DNA po gelové elektroforéze.
Nevyhodou je, Ze mirn¢ snizuje rychlost separace vzhledem ke zmén¢ molekulové
hmotnosti. Navic je potencialnim mutagenem, proto se vyzaduje pfi praci s nim zvySené
opatrnosti a dodrzeni bezpe¢nostnich podminek. Stejnou citliost maji 1 dalsi barviva jako
jsou SYBR gold a SYBR green, které¢ jsou méné nebezpecné pro zdravi [33].

2.7 Inhibitory PCR

Neuspésna amplifikace PCR je Casto zplisobena pfitomnosti inhibitorit ve vzorku a vede
k ziskani fale$né negativnich vysledkd. Z komplexnich vzorki jako jsou i rostlinné pletiva,
jsou inhibitory Casto spolusrazeny s DNA. Nejéastéji interaguji s DNA, degraduji nukleové
kyseliny nebo se mohou ireversibilné vazat na enzymy, jako je napi. na polymerasa. Mohou
rovnéz tvofit chelaty s kationty Mg?*, které jsou ddlezitym kofaktorem pro DNA
polymerasu [21, 34]. Byl studovan vliv n¢kterych inhibitorti na rtizné polymerasy. Byl
porovnan denatura¢ni vliv fenoltt na Tag DNA polymerasu z Thermus aquaticus YM-1, Tth
polymerasu z Thermus thermophilus HB8, Tne polymerasu z Thermotoga neapolitana.
Amplifikace byla ovéfovana pfi riznych koncentraci fenolu v rozmezi 0 — 30 %. Nejnizsi
odolnost vici fenolu méla Taq polymerasa, ktera byla funkéni jenom do koncentrace 0,1 %,
Tth a Tne polymerasy byly funk¢ni i pfi koncentraci 1 % fenolu. Tag DNA polymerasa byla
méné ucinna nez Tth polymerasa v ptitomnosti inhibitort jako jsou krev, rizné koncentrace
soli NaCl, KCI, MgCl,. Tne polymerasa byla nejméné ucinna pii vysSich koncentracichi
chloridu sodného [35].

Rostlinné bunky obsahuji velké mnozstvi polysacharida, kterych lze obtizné odstranit.
Casto srazi spolu s DNA a zvysuji viskozitu homogenatu. Ve viskoznim prostiedi enzymy
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jako polymerasy a restriktasy nejsou dostateéné funkéni. V nékterych piipadech lze
polysacharidy odstranit enzymaticky napf. celulasou nebo a-amylasou. Mnohem ¢astéji
sta¢i pouzivat detergent s vy$§im obsahem soli jako je CTAB v kombinaci s NaCl [20, 21,
35].

Nejenom rostlinna buiika obsahuje inhibitory, ale i zbytky chemikalie pouzité pfi extrakci
a purifikaci mohou snizovat G¢innost reakce. lontové detergenty SDS a CTAB maji vyssi
inhibi¢ni ucinnost nez neiontove, ale vétSinou jsou odstranény béhem promyvani. Fenol
jiz pfi koncentraci 0,2 % inhibuje funkci polymerasu. Inhibitory ethanol a isopropanol
pouzité pfi srazeni DNA Ize odstranit dokonalém vysuSenim sedimentu [20].

2.8 Prenos geni

Upravene plasmidy jsou vhodnymi klonovacimi vektory na kterych jsou klonovaci mista
(bud’ jedineéna nebo mnohocetna restrikéni mista — polylinker). Do restrikénich mist
se vklada c¢ast cizorodé DNA a vznikd rekombinantni DNA. Plasmidové vektory lze
pfenaset riznymi metodami, napi. chemickou transformaci nebo elektroporaci. Chemicka
transformace je metoda, pfi které se za pouziti chloridu vapenatého a tepelného Soku ziskaji
kompetentni buiiky, do kterych se transformuje cizorodd DNA. Elektroporace je
obousmérnd metoda, kterou lze prenést do bunck nebo z bunék kromé DNA i jiné molekuly,
(napt. RNA, proteiny, barviva). K transportu molekul do bun¢k dochazi po aplikaci kratkého
elektrického pulzu o vysokém napéti. [30]. Ucinnost transformace lze kontrolovat kultivaci
bun¢k na ptidé obsahujici selekéni markery [13, 30].

Jinym typem transformace je postup, pii kterém je vyuzivan tzv. Yoshida efekt. Principem
metody je pfenos DNA do nekompetentnich bunék pomoci nanojehel v koloidnim roztoku.
Jemny roztér smési bunék a nanojehel zplsobuje prinik nanojehel s obsahem DNA
do bunék. K tomuto Gcelu byl pouzivan asbest, ktery byl nahrazen mineralem sepiol [36].
Klasickymi klonovacimi vektory jsou plasmidy pUCI1S8, pUC19 a pBR322. Velmi ¢astym
hostitelem plasmidovych vektort jsou buniky Escherichia coli [32].

2.9 Vliv technologického zpracovani potravin na degradaci DNA

Vyroba potravin zahrnuje fadu krokd, jako jsou mechanické namahani, vysoka teplota,
vliv pH, pouziti chemickych ¢inidel, které mohou ovliviiovat primarni strukturu DNA
a zpusobovat napf.: hydrolyzu, oxidaci a deaminaci DNA. Klasické izolac¢ni postupy
degradované DNA z technologicky zpravovanych potravin mohou byt neefektivni, protoze
malé fragmenty DNA se obtizné srazeji. V takych piipadech miiZze byt dobra volba izolace
DNA adsorpci na pevné nosiCe. Pomoci adsorpce DNA na kolonky byly izolovany
a amplifikovany fragmenty s délkou 84 bp z brambor [37]. Amplifikace DNA izolované
Z potravinafskych vyrobkd je komplikovéana jeji degradaci a pfitomnosti inhibitort PCR
[7, 38]. Z diavodu degradace se doporucuje amplifikace kratSich tseku DNA, aby se
zabranilo ziskani faleSné negativnich vysledkl. Kratké fragmenty stejné mohou rovnéz
pouzity pro zjisténi autenticity potravin [39]. Rada studii se zabyvala izolaci degradované
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DNA z genové modifikovanych rostlin jako jsou séjové boby, kukutfice a dal§i. Po mleti
sdjovych bobl endogenni gen dlouhy 1883 bp byl degradovan na 836 bp, exogenni gen
Z 1512 bp na 408 bp [40]. Problematice vlivu teplotniho oSetfeni pfi sterilizaci zeleniny
na amplifikovatelnost rostlinné DNA byla studovana v praci [41]. Vlivem teplotniho
zpracovani na fragmentaci DNA se zabyvala fada autori - vysoka teplota zpusobuje
fyzikdlni zmény a dochézi k denaturaci, depurinaci a deaminaci. Kratsi fragmenty vznikaji
béhem Maillardovy reakce [42, 43]. Vliv teploty na degradaci DNA zéavisi na vlhkosti
vzorku. DNA izolovana ze susenych sojovych bobt po inkubaci pii 100 °C po dobu 1
hodinyn na rozdil od vlhkych bobt, nebyla zna¢né degradovana [7]. Vafeni sdjovych bobu
pii 100 °C po dobu 15 min neovlivnilo vyznamné degradaci DNA; naopak sterilace pfi
121 °C degradoval endogenni geny z 836 bp na 162 bp [40]. Byla rovnéZz sledovana
degradace DNA izolované z masa v zavislosti teploté na ¢ase. Vzorky byly vatfeny pii 99 °C
v rozmezi od 10 min do 240 min; peceni masa probéhlo pii 200 °C v rozmezi od 10 do 50
min. Del§im ptisobeni teploty znacné nartstal pocet kratkych fragmenti DNA [44].

Konzervované Rostlinné vyrobky maji ¢asto snizené pH. V kyselém prostiedi dochazi
k degradaci DNA depurinaci. Stépenim N-glykosidové vazby mezi deoxyribosoua bazemi
po hydrolyze 3",5 fosfodiesterové vazby vznikaji zlomy na DNA [42]. V literatute [45] byla
popsana degradace DNA pii pH 4,0 po inkubaci pii 65 °C

Fermentace taky napomahd degradaci DNA pravdépodobné zvySenou piitomnosti DNas,
ktera je produkovany mikroorganismy. Pii nizkém pH jsou endonukleasy degradovany
rychleji nez DNA. Enzymatickd degradace je typické pro cCerstvé potraviny. Béhem
skladovéani nebo poruseni pletiva jsou endonukleasy uvolnovany z bunék. Nukleasy nejlépe
$tépi RNA a ssDNA, dsDNA je stabilnéjsi [7, 46].
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3. CILPRACE

Cilem diplomové prace byla izolace DNA ze suSené mleté papriky, a potravinovych vyrobki
obsahujicich papriku v kvalité vhodné pro PCR.

V préci byly feseny jednotlivé dil¢i tkoly:

1. homogenizace za vyuziti plastového kopistu a ptiprava lyzatu bunék pro izolaci
DNA

2. izolace DNA za vyuziti magnetickych ¢astic

3. spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA a zjiSténi Cistoty
4. oveteni amplifikovatelnosti DNA pomoci PCR

5. ovéfteni specifity amplikont
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie a vyrobky

4.1.1 Chemikalie

Agarosa pro gelovou elektroforézu (Top — Bio, CR)

Ampicilin (MP Biochemicals LTD, USA)

B-merkaptoetanol (Sigma, St. Louis, USA)

Cetyltrimetylamonium bromid (Sigma, St. Louis, USA)

Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

DNA standard 100 bp Zebiicek (Malamité, Moravské Prusy, CR)
Ethanol a 96 % (Lachema, Neratovice, CR)

Ethidium bromid (Sigma, St. Louis, USA)

Chlorid sodny (Sigma, St. Louis, USA)

EDTA (kyselina ethylendiaminotetraoctova) (Serva, Heidelberg, SRN)
IPTG (isopropyl-1-thio-B-D-galaktopyranosid) (Serva, Heidelberg, SRN)
Kyselina borita (Lachema, Neratovice, CR)

Lambda DNA (New England BioLabs, USA)

Midori Green (Elisabeth Pharmacon, Brno, CR)

Nanégeci pufr 10x Yellow Load (Top Bio, Praha, CR)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

Poly(ethylen glykol) 6 000 (PEG 6 000) (Sigma, St. Louis, USA)
Tris-baze (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) (Amresco, Solon, USA)
X-gal (5-bromo-4-chloro-indoyl-p-D galaktopyranosid) (Serva, Heidelberg, SRN)

Vsechny chemikalie pouzité v préaci byly v &istoté p. a.

4.1.2 Komponenty pro PCR
\oda pro PCR

10x koncentrovany reakéni pufr (Top-Bio, Praha, CR)
PCR dNTP mix 10mM (Top-Bio, Praha, CR)
Oligonukleotidové priméry F_18S, R_5,8S, F_26S, R_26S, Zdf 18S, Zdr_5.8S; SP6a T7

(vektorové primery)
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Tag DNA polymerasa 1.1 - 1U pL™, 5U puL* (Top-Bio, Praha, CR)

LA DNA polymeraza 5 U pL™* (Top-Bio, Praha, CR)

4.1.3 Magnetické ¢astice

Magnetické mikroc¢astice ¢astice PGMAox - poly(glycidyl methakrylat) funkcionalizované
karboxylovymi skupinami byly syntetizované na Ustavé makromolekularni chemie AV CR
V.v.i. v Praze Ing. Hordkem,CSc.

Vlastnosti magnetickych castic: Fe (obsah Zelezav jadre) [%] 5,36
Dn (primér castic) [um] 0,7
Dw (pramérnd hmotnost) [pg] 0,81
PDI (index polydisperzity) 1,16
Funkéni skupiny -COOH (0,67 mM g1

4.1.4 Pouzité kontrolni DNA

Béhem PCR byly pouzity jako pozitivni kontrola DNA izolované z rostlin Nicotiana
tabacum (10 ng-pL?) a Brassica oleracea (10 ng-pL™), které byly ziskané od RNDT.
Kovatika, CSc. (Biofyzikalni istav AV CR, v.v.i., Brno). Pfi kontrole intaktnosti izolované
DNA byla pouzita kontrolni lambda DNA (50 ng-uL™), ktera byla ziskana od doc. RNDT.

%

Spanové, CSc. (FCH VUT, Brno).

4.1.5 Pouzité potravinové vyrobky

V experimentech pro izolaci DNA byl pouzit lusk Gerstvé Zitavské papriky od Doc.Ing.
Divise (FCH VUT, Brno). Dalsi vyrobky byly zakoupené v obchodnom siti péti zemi.
Pouzité vyrobky jsou popsany v Tabulce 1.

Tabulka 1: Pouzity rostlinny material a potraviny

Produkt — o 5
L » Typ obalu Zpracovani SloZeni Puvod
rostlinny materiél
Zitavska paprika Cerstva, .
i - neudano Slovensko
lusk, seminka mrazena
Zitavska paprika, } ] i
i ) Kovovy Mleti, suseni neudano Slovensko
sladka mleta
Kalocsa kérnyéki Mleti, suseni, )
. . - . neudano Mad’arsko
6rolt paprika uzeni
Eko paprika, o ) .
Papirovy Mleti, suseni neudano Slovinsko
sladka
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Produkt —

L N Typ obalu Zpracovani SloZeni Pivod
rostlinny materiél
Eko paprika L Mleti, suseni, ) .
L Papirovy i neudano Slovinsko
dimljena uzeni
Cervena paprika, Gili
Kofeni Serious .
paprika, ¢erny pepf, esnek, .
Blends Sklenény Mleti, suSeni ] i Slovinsko
cibule, moftska sul (94 %
sladko/pekoce )
smés koteni, 6 % soli)
Paprika 73 %, lilek 12 %,
Sklenény Peceni, mleti, o
i L i ) ocet, olej, rajcatovy
Pomazanka Ajvar s kovovym tepelna , L Chorvatsko
koncentrat 3 %, jedla stil,
uzavérem konzervace ) )
cukr, paliva paprika, kofeni
Paprika 70 %, hoicice, ocet,
i Sklenény jedla stil, vinny ocet, cukr,
Pomazanka i .
s kovovym Pasterace kofeni, pfirodni aréma, Slovinsko
Namaz . . .
uzavérem barvivo (riboflaviny),
rostlinny olej, cibule
Pecena Cervena paprika
) Sklenény 48 %, rajcata 40 %,
Pomazéanka ) ] ]
. ) s kovovym Pasterace slune¢nicovy olej, Cesnek, Srbsko
Ljutenica ) )
uzavérem vinny ocet, cukr, jedla stl,
petrzel, ¢ili v prasku 0,17 %
Pecena paprika 61 %, lilek
12 %, cibule 12 %, rajéatovy
) Sklenény .
Pomazanka i koncentrat, slunecnicovy .
o s kovovym Pasterace .. . Slovinsko
Pindjur L olej, jedla sul, kofeni,
uzaverem , )
regulator kyselosti (ocet),
pfirodni aroma
Paprika a kapie 87 %, jedl&
) . Mleti, sul, modifikovany $krob,
Pomazéanka Piros i L
A Kovovy chemicka zahu$tovadlo (xantanova Mad’arsko
ran
y konzervace guma), kys. citronova,

konzervant (sorbat draselny)
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Obrézek 3: SuSené vyrobky pro izolaci DNA papriky: 1 — Zitavska paprika sladka mleta, 2 — Kalocsa
kornyéki orolt paprika, 3 — Eko paprika sladka, 4 - Eko paprika dimljena, 5 - Serious Blensd
sladko/pekoce

EsiTed

Pingjaur

BREZ KONZERVANS®!

Obréazek 4: Potraviny s obsahem papriky pro izolaci DNA: 1 — Pomazadnka Namaz s paprikou, 2 —
Pomazénka Ajvar, 3 — Pomazéanka Piros Arany, , 4 — Pomazanka Ljutenica, 5 — Pomazéanka Pindjur
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4.2 Pouzité mikroorganismy

V experimentech byly pouzity bakterie Escherichia coli, které byly ziskdny od RNDr.
Kovarika, CSc.

4.3 Pouzité Kity
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, SRN)
PCR Cloning Kit (Qiagen, Hilden, SRN)

4.4 Roztoky a média
4.4.1 Kultivacni pudy pro pripravu médii

Tekuté LB medium:

10 g trypton, 5 g kvasnicovy extrakt a 10 g NaCl se doplni do 1 L destilovanou vodou, pH
se upravi 1 M NaOH na hodnotu 7,0. Médium se sterilizuje 20 min. p#i 121 °C.

Tuhé LB médium AXI (LB agar AXD):

K1 1LB média se ptida 12 g agaru a sterilizuje se 20 min. pii 121 °C. Médium se ochladi
na 60 °C a do 150 mL média se pfida 150 pL ampicilinu (100 mg/ml), 225 pL X-GAL (20
mg mL?)a 17,7 uL IPTG (0,85 M).

SOC médium:
Médium je soucast kitu PCR Cloning Kit (Qiagen)

4.4.2 Roztoky pro homogenizaci a lyzi rostlinnych bunék
Lyza¢ni pufr s CTAB:

1 g cetyl triethylammonium bromidu se rozpusti v 10 mL 0,5 M Tris-HCI (pH = 8,0), piida
se 16 mL5 M NaCl, 2 mL 0,5 M EDTA (pH = 8,0) a 42 mL destilované vody.

0,5 M Tris-HCI (pH = 8,0):

6,05 g Tris-baze se rozpusti v 70 mL destilované vody, pH roztoku se upravi pomoci 1 M
HCI na hodnotu 8,0. Roztok se doplni destilovanou vodou na objem 100 mL.

5 M NaCl:

58,4 g NaCl se rozpusti v 150 mL destilované vody, roztok se doplni na objem 200 mL
destilovanou vodou.

0.5 M EDTA (pH 8,0):

186,1 g EDTA se rozpusti v 800 mL destilované vody, pH se upravi pfidanim asi 20 g
NaOH, za stalé kontroly pH roztoku. EDTA se rozpusti pfi hodnoté¢ pH 8,0. Roztok se
doplni destilovanou vodou na 1 litr.
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Smés chloroform:oktanol (24:1)

4.4.3 Roztoky pro izolaci DNA
Komponenty pro separaci DNA pomoci magnetickych castic:
5 M NaCl:

58,4 g NaCl se rozpusti v 150 mL destilované vody, roztok se doplni na objem 200 mL
destilovanou vodou.

40 % PEG 6000:

40 g PEG 6000 se rozpusti v 60 mL destilované vody, roztok se doplni destilovanou vodou
na objem 100 mL.

70% ethanol (96% ethanol byl ziedén destilovanou vodou)
Tris-EDTA pufr (TE pufr) pH 7.8:

1 mL 1M Tris-HCI (pH 8,0) se smicha 0,2 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0), doplni se
destilovanou vodou na objem 100 mL.

1 M Tris-HCI:

121,1 g Tris-baze se rozpusti v 800 mL destilované vody, pH roztoku se upravi pomoci
1 MHCI na hodnotu 8,0. Roztok se doplni destilovanou vodou na objem 1 litr.

K izolaci DNA byly pouzity magnetické astice PGMAox s koncentraci 2 mg-mL™ vody.

4.4.4 Roztoky pro gelovou elektroforézu

Agarosovy gel 1,2 % (1,2 g agarosy se rozvaiti ve 100 mL TBE pufru 0,5x
koncentrovaného) — viz 4.6.5.

Agarosovy gel 1 % (1 g agarosy se rozvaii ve 100 mL TAE pufru 1x koncentrovaného) — viz
4.6.6.

TBE pufr 5x koncentrovany:

54 g Tris-baze, 27,5 g kyseliny borité a 20 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0) se rozpusti v 600 mL
destilované vody. Roztok se doplni destilovanou vodou na objem mensi nez 1 litr, pH se
upravi pomoci 1 M NaOH na hodnotu 8,0 a kone¢ny objem se doplni na 1 litr.

TAE pufr 50x koncentrovany:

242 g Tris-baze se rozpusti v 800 mL destilované vody za stalého michani. Do roztoku se
ptida 57,1 mL ledové kyseliny octové a 100 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0). Roztok se doplni
destilovanou vodou na objem 1 litr.

Roztok ethidiumbromidu:

100 pL roztoku ethidiumbromidu (5 mg-mL™) se smicha s 500 mL destilované vody.
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4.5 Pristroje a pomiicky

Analytické vahy pioneer TM PA 114 (Ohaus, New Jersey, USA)

Centrifuga Mini spin (Eppendorf, Hamburg, SRN)

Laboratorni vahy CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)

Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 pL (PZ HTL, Polsko)
MikrovInna trouba SMW 5020 (SENCOR, CR)

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA)

Transluminator TVR 312A (Spectroline, Albany, USA)

Termostat — Mini Incubator 230V (Labnet, New Jersey, USA)

Zatizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, Rochester, USA)
Zatizeni pro elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, Holliston, USA)
Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Endurion (Labnet, Korea)

Vortex (BioSan, Lotyssko)

Bézné laboratorni sklo a umélohmotné laboratorni pomucky.

4.6 Metody

4.6.1 Homogenizace rostlinnych tkani a potravinovych vyrobkii s pouZzitim lyza¢niho
roztoku s CTAB

Tkan€ byly nakrdjeny na malé kousky a byly navézeny do 1,5 mL Eppendorfovych
zkumavek, do kterych bylo pfidano 500 uL (pro vyrobky 700 pL) roztoku s CTAB. Pro
vysrazeni polyfenoli byl pfidan 1 pL B-merkaptoethanolu. VVzorky byly homogenizovany
pomoci kopistu. Teplota homogenizace byla wudrzoviana vymrazenym kovovym
termoblokem. Homogenizace lusku papriky je uvedena na Obrazku 5.

Obréazek 5: Vlevo 150 mg lusku papriky v 500 pL roztoku s CTAB; vpravo lusk papriky homogenizovan
za chladu
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Homogenaty byly inkubovany po dobu 30 min pti 60 °C v termostatu.

Po inkubaci byly vzorky centrifugovany po dobu 10 min p#i 14 500 ot-min, a ziskany
homogenat v CTAB pufru byl odebran do ¢isté Eppendorfovy zkumavky.

v o wvew

4.6.1.1 Piecisténi DNA pomoci smési chloroform:oktanol

Homogenaty s DNA byly ptecistény ptiddnim 500 pL chloroform:oktanolu (24:1). Vzorky
byly extrahovany opatrnym pohybem 5 minut, a dalSich 5 minut byly centrifugovany pii
14 500 ot-min?. Ziskany supernatant (homogenat) byl odebran do ¢isté Eppendorfovy
zkumavky (Obrazek 6). Ze supernatantu byla DNA izolovana pomoci magnetickych castic
podle kapitoly 4.6.2. v piipadé¢ potieby byla DNA piecistovana srazenim isopropanolem dle
4.6.1.2.

Obrézek 6: Supernatanty z lusku Zitavské papriky, vlevo po extrakci smési chloroform:oktanol (24:1) ,
vpravo po inkubaci a centrifugaci

4.6.1.2 Precisténi DNA srdZenim isopropanolem

DNA v supernatantech byly pfe¢istovany sraZzenim isopropanolem. Supernatant byl odebran
a byl pridan 0,6xobjemu isopropanolu. Po promichdni smési a centrifugaci (10 min)
pii 14 500 ot/min supernatant se odstranil a sediment byl oplachnut 70% ethanolem. Smés
se centrifugovala 5 minut, supernatant se odstranil, sediment se vysusil a byl rozpustén
v 150uL TE pufru. Tato precisténda DNA byla pouzita pro separaci pomoci magnetickych
castic.

4.6.2 lzolace DNA z homogenatu rostlinnych tkani a potravinovych vyrobki pomoci
magnetickych mikro¢astic

Do sterilnich Eppendorfovych zkumavek byla namichana separa¢ni smés pro izolaci DNA
Z nize uvedenych slozek v nasledujicim potadi:

Komponenta Mnozstvi [uL]
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5M NaCl 100
Homogenat (DNA) 150
40% PEG 6 000 200
Magnetické Castice 50
Celkem 500

Po pfidani jednotlivych komponent smés byla promichdna, a inkubovéna 15 minut
pti laboratorni teploté. Nasledné dochéazelo k separaci magnetickych castic (Obrazek 7)
s navazanou DNA 5 minut pii laboratorni teploté v magnetickym separatoru.

Magnetické castice
s DNA separované
magnetem

Magnet

Obrézek 7: Separaéni smés s homogenatem z potravinovych vyrobki a magnetickymi ¢asticemi

prichycenymi k magnetu

Supernatant se odpipetoval a po odstranéni magnetu byly magnetické Castice promyvany
500 pL 70 % ethanolu (Obrazek 8). Castice se separovaly 1 minut po pfidani magnetu, poté
se ethanol odpipetoval. N¢které potravinové vyrobky s komplexni matrici byly promyvany
dalsim ptidavkem 300 pL nebo 500 pL 70 % ethanolu (Obréazek 8).

29



Magnetické castice
s DNA separované
magnetem

Magnet

Magnetické castice
s DNA separované
magnetem

Magnet

Obrazek 8: Separaéni smés, nahore 1. promyvani magnetickych ¢éastic s navdzanou DNA 500 pL 70 %
ethanolu, dole 2. promyvani 300 pL 70 % ethanolu

Eppendorfovy zkumavky se vysusily pii 55 °C vtermostatu, a DNA navazand na
magnetické ¢astice se eluovala do 50 pL TE pufru po dobu 20 minut pii laboratorni teploté.

Magnetické castice byly po eluci separovany pomoci separdtoru po dobu 1 minuty pfi
laboratorni teploté, poté se eluat odpipetoval do Cisté Eppendorfovy zkumavky. Izolovana
DNA byla fedéna 10x a 100x: 5pL DNA byla pfidana do 45 pL TE pufru; po fadném
promichani bylo pfiddno 5 pL smési do 45 uL TE pufru. Takto pfipravena DNA byla
pouzita pro spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA a pro PCR.

4.6.3 Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA spektrofotometricky

Roztok DNA v TE pufru byl napipetovan na ¢ocku piistroje Nanodrop a byla zméfena
absorbance v rozmezi vinovych délek 220-340 nm proti TE pufru. Byly odeéteny hodnoty
absorbance pii 230, 260, 280 a 320 nm a koncentrace DNA.

4.6.4 Priprava smési pro PCR a provedeni PCR

Komponenty pro PCR byly promichany a centrifugovany, pro PCR byla namichana smés
Vv nasledujicim potadi:
30



Komponenta Objem [uL]
Voda pro PCR 16,5
10x koncentrovany reakéni pufr kompletni 2,5
Primér F_18S, F 26S, zdf 18S nebo SP6 1,0
(10pmol pLY)

Primér R 58S, R _26S, Zdr 5.8S nebo T7 1,0
(10pmol p L™

PCR dNTP mix 10mM 1,0
Taq DNA polymeraza 1.1 1U p L™* 1,0
Templatova DNA 2,0
Celkem 25,0

*V nékterych piipadech byla pouzita LA polymeraza v 0,5 puL, objem byl upraven vodou na

25 uL.

Jako templatové DNA byly pouzity DNA izolované z lusku papriky Capsicum annuum a
z analyzovanych vyrobku. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA z Nicotiana tabacum

(10 ng puL™?) nebo Brassica oleracea (10 ng puL™).

Jako negativni kontrola byla pouzita PCR smés s riznymi primery bez templatove DNA,
kterd byla nahrazena pfiddinim 2 pL vody pro PCR. Prib¢h amplifikace je uveden

v Tabulkach 2 — 5.

Kombinace primert pro . Velkost produktu o .
. Primer Sekvence 5°-3 Zdroj
rostlinnou DNA PCR
E 185 GCGCTACACTGATGTATTCAACGA
1 - 700 bp G [47]
R_5.8S CGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGA
F_26S GAATTCACCCAAGTGTTGGGAT
2 220 bp [48]
R_26S AGAGGCGTTCAGTCATAATC
Zdf 18s
3 350 bp
Zdr_5.8S Byly ziskany od RNDr. A. Kovaiika, CSc.
Zdf_18S
4 400 bp
R 5.8S CGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGA |  [47]
SP6 CATTTAGGTGACACTATAG [49]
5
T7 GTAATACGACTCACTATAG [49]
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Tabulka 2: Program pro amplifikaci 700bp amplikonu (primery F_18S a R_5.8S)

Krok Teplota [°C] Cas
1. Zahtivani 95 5 min
2. Denaturace DNA 95 40s
3. Hybridizace primera 57 40 s
4. Syntéza fetézce DNA 72 1min20s
5. Opakovani kroka 2. — 4.
35x
6. Dosyntetizovani fetézce .
DNA 72 10 min
7. Ochlazeni 10

Tabulka 3: Program pro amplifikaci 220bp amplikonu (primery F_26S a R_26S)

Krok Teplota [°C] Cas
1. Zahtivani 95 5 min
2. Denaturace DNA 95 40s
3. Hybridizace primera 57 40 s
4. Syntéza fetézce DNA 72 1min20s
5. Opakovani kroki 2. — 4.
35%
6. Dosyntetizovani fetézce .
DNA 72 10 min
7. Ochlazeni 10

Tabulka 4: Program pro amplifikaci 350bp amplikonu (primery Zdf 18S a Zdr_5.8S) a modifikovany
program pro 700bp (primery F_18S a R_5.8S)

Krok Teplota [°C] Cas
1. Zahfivani 95 10 min
2. Denaturace DNA 95 30s
3. Hybridizace primeri 52 30s
4. Syntéza fetézce DNA 72 40 s
5. Opakovani krokt 2. — 4.
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34x

6. Dosyntetizovani fetézce

DNA 72 10 min

7. Ochlazeni 10

Tabulka 5: Program pro amplifikaci amplikonu z jedné bakterialni kolonie (vektorové primery SP6 a
T7)

Krok Teplota [°C] Cas
1. Zahtivani 92 3 min
2. Denaturace DNA 92 20s
3. Hybridizace primert 50 30s
4. Syntéza fetézce DNA 72 30s
5. Opakovani kroka 2. — 4.
39x
6. Dosyntetizovani fetézce .
DNA 72 5 min
7. Ochlazeni 16

4.6.5 Gelova elektroforéza produkti PCR

Po ukonceni PCR byla provedena agarosova gelova elektroforéza. Byl pfipraven 1,2 %
agarosovy gel smichanim 1,2 g agarosy a 100 mL 0,5x TBE pufru. Suspenze byla rozvaiena
vV mikrovlnné troubé do rozpusténi agarosy. Po mirném ochlazeni agarosy byl piidan
1 pyL barviva Midori Green. Smés byla promichdna a nalita do elektroforetické vaniCky
s hifebinkem. Po 30 minutidch tuhnuti byl hiebinek odstranén. V Eppendorfové zkumavce
bylo po amplifikaci smichano 25 pL smési a 5 pL nanaseciho pufru. Smés s DNA, pozitivni
a negativni kontrola byly naneseny do komtrek gelu. Do jedné komiirky bylo naneseno
5 pL standardu DNA (100 bp zebiic¢ek). Gel byl zalit TBE pufrem (0,5% koncentrovany).
Byla provedena elektroforéza pii 60 V/3 hodiny. Po skonceni elektroforézy byl gel v piipadé
potieby dobarven ethidium bromidem (0,5 pg mL™?) po dobu 1 hodiny. Gel byl oplachnut
destilovanou vodou vyhodnocen pod UV svétlem pii vinové délce A =305nm.
Dokumentace gelu byla provedena fotograficky fotoaparatem zabudovanym do mobilniho
telefonu.
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4.6.6 Preparativni gelova elektroforéza produkti PCR

Pro preparativni gelovou elektroforézu produktd PCR byl pouzit 1x koncentrovany TAE
pufr. Byl rozvafen agarosovy 1 % gel, do kterého bylo pfidano 50 pL ethidium bromidu
(0,5 g mL™1). V Eppendorfové zkumavce bylo smichano 25 pL PCR produkti a 5 pL
nanaseciho pufru. Na gel byl nanesen nejprve 5 plL produkti PCR a byla provedena
elektroforéza pii 50 V/1hodinu. Gel byl oplachnut destilovanou vodou a vyhodnocen pod
UV svétlem pii vlnové délce A =305 nm. Po ovéteni detekce amplikonti byly zbyvajici
amplikony spojeny a na gel do velké komurky bylo naneseno 60 pL produkti PCR. Byla
provedena preparativni gelova elektroforéza pii 50 V/1hodinu.

4.6.6.1 Izolace PCR produktit 7 gelu a jejich precisténi

Byl pouzit kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey Nagel) pro pro extrakci DNA
z agarosového gelu. Agarosa s amplikonem byla navazena do Eppendorfovy zkumavky
(130 mg) a bylo piidano dvojnasobné mnozstvi pufru NTI (260 pL) pro rozpusténi agarosy.
Smés byla inkubovéana pfi 52 °C po dobu 10 min pfi pravidelném michéni. Po uplném
rozpusténi agarosy, smés byla napipetovana do zkumavky s kolonkou. Produkty PCR
se adsorbovaly na materiél kolonky a centrifugaci 14 000 ot/1 min se oddélily od ostatnich
slozek smési. Adsorbovand DNA se piecistila pomoci 700 pL. promyvaciho pufru NT3
aznovu se centrifugovala pfi 14 000 ot/min (Gplné odstranéni NT3 pufru). Kolonka
se vysuSila dalsi centrifugaci 14 000 ot/3 min. Na kolonku bylo pfiddno 25 pL elu¢niho
pufru NE, po inkubaci (1 min) pfi laboratorni teploté se produkty PCR eluovaly do ¢isté
Eppendorfovy zkumavky centrifugaci pii 14 000 ot/min.

4.6.6.2 Ligace amplikonu do vektoru

Postup byl proveden podle navodu vyrobce kitu Qiagen (PCR cloning kit). Do
Eppendorfovy zkumavky bylo pfidano 0,5 pL vektoru pDRIVE (Obrazek 9), 2,0 pL
precisténého amplikonu a 2,5 uL enzymu T4 ligazy s ATP (2xkoncentrovany). Ligace
probéhla pii 4 °C po dobu 18 hodin. Tak byl pfipraven rekombinantni plasmid (konstrukt)
obsahujici plasmid a ligovany usek PCR produktu papriky.
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Obrazek 9: Mapa vektoru pDrive s vyzna¢enym mistem pro pocatek replikace, selekénimi markery (gen
pro rezistenci k ampicilinu a kanamycinu) a klonovacim mistem pro vloZeni fragmentu cizorodé DNA

[49]
4.6.6.3 Transformace plasmidu do bunék E. coli

Piedem ptipravené kompetentni buiiky E. coli byly skladovany pii -70 °C v Eppendorfové
zkumavce. Po rozmrazeni se k 25 pL bunék piidal 1 pL liga¢ni smési a po 10 min inkubace
Vv ledové lazni nasledoval tepelny Sok, zahiati na 42 °C po dobu 45 s. Do smési se poté
pridalo 300 uL SOC média, které je vhodné pro regeneraci bunc¢k. Buiky se inkubovaly
45 minut pti 37 °C pted vysevem na tuhé LB médium s ampicilinem, X-gal a IPTG (AXI).

4.6.6.4 Selekce transformantii

Bylo pfipraveno tuhé LB médium AXI dle kapitoly 4.4.1. Na tfi misky s LB agarem
sampicilinem, X-gal a IPTG (AXI) byly vysety bunky kultivované v SOC méediu
po 100 pL. Bunky byly kultivovany pii 37 °C do druhého dne (pies noc). Druhy den byl
kontrolovan rlst ampicilin rezistentnich kolonii a jejich modré nebo bilé zabarveni. Bilé
kolonie tvofily transformanty s rekombinantni plasmidovou DNA. Modrou kolonie tvofily
transformanty s nerekombinantni plasmidovou DNA.

4.6.6.5 PCR z jedné bakterialni kolonie

Bylo pfipraveno sedm smési pro PCR s vektrovymi primery SP6 a T7; do kazdé smési byla
pfidana jedna bila kolonie, kontrolni PCR smés obsahovala jednu modrou kolonii.
Pro amplifikaci byl pouzit teplotni program dle Tabulky 5. Po amplifikaci byla provedena
gelova elektroforéza produktii PCR (3 pL produktii PCR a 3 pl nanéSeciho pufru). Byla
provadéna gelova elektroforéza pii 50 V po dobu/lhodiny.
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4.6.6.6 Pirecisténi amplikonii pro sekvencovani

Byl pouzit kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel). Podle vysledku gelové
elektroforézy bylo vybrano 5 klond, které byly piecistény pro sekvencovani. Produkty PCR
(22 pL) byly smichany s 30 uL sterilni vody a 100 uL pufru NTI, sm¢s byla nanesena na
kolonku, kterd se centrifugovala 1 minutu pfi 14 000ot/min. Kolona byla poté promyta
700 uL. promyvaciho pufru NT3 a opét byla centrifugovana 1 minutu pii 14 000ot/min.
Kolona byla vysusena centrifugaci po dobu 3 minut pii 14 000ot/min; poté bylo ptidano
25 pL elu¢niho pufru NE. Po 1 min inkubaci pii laboratorni teploté byla DNA eluovéana
z kolonky centrifugaci pifi 14 000 ot/min. Poté byla provedena kontrola gelovou
elektroforézou, na gel byla nanesena smés 3 pL precisténych produkti PCR a 3 uL
nanaSeciho pufru.

Do sterilni Eppendorfovy zkumavky bylo odebrano 5 pL precisténého PCR produktu, ktery
byl fedén pfidanim 20 pL eluéniho pufru NE. Vzorky byly poslany na sekvencovani
do specializované laboratoie (Microsynth GmBH, Rakousko).

4.6.7 Restrikéni analyza produkti PCR

Produkty PCR 350 bp byly podrobeny restrik¢nimu Sté€peni. Pufry s restriktasami Rsal a
Haelll byly ptfidany po 0,5 uL do 5 pL produktu PCR. Pro sté€peni amplikonu pomoci
Sau3Al bylo smichano 11 pL vody, 2 uL pufru, 2 pL restrikasy Sau3Al a 5 pL produktu
PCR. St&peni probéhlo pti 37 °C do druhého dne.

Stépeni produkttt PCR 350 bp a 400 bp dale bylo provedeno smichanim 15,5 pL vody, 2 pL
pufru, 0,5 uL pufru Sau3Al a 2 uL produktu PCR. Stépeni probéhlo pii 37 °C po dobu
2 hodiny.

4.6.8 Bioinformaticka analyza

Byla vyhledana sekvence oblasti ITS1 papriky Capsicum annum. Sekvence byla pfenesena
do programu BioEdit, kde byly pfirazeny sekvence primeru Zdf 18S a Zdr_5.8S a Zdr, a
primerti Zdf a R_5.8S. Takto oznafeny tsek byl zadan do online programu NEBcutter V2.0,
pomoci které¢ho byly vyhledany cilové mista pro restriktasy. Byly zndzornény teoretické
vysledky Stépeni, které¢ byly porovnany s fragmenty ziskanymi po Stépeni pfes noc nebo
2 hodiny.
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5. VYSLEDKY

5.1 Optimalizace mnoZstvi navazky pro izolaci DNA z ferstvého lusku Zitavské
papriky

Pro homogenizaci lusku Zitavské papriky byly navaZzeny riizna mnoZstvi vzorku: piiblizné
150, 300, 500 a 700 mg. Navazky byly homogenizovany kopistem v 500 pL lyzacniho
roztoku s CTAB dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.1. za chladu (pti -20 °C); poté byl
pridan B-merkaptoethanol. Kazda navazka byla pfipravena ve Ctyfech opakovanich. Byla
méfena priblizna doba homogenizace podle mnozstvi navazky: 150 mg — cca 5 min; 300 mg
— cca 6 min; 500 mg — cca 8 min; 700 mg — cca 10 — 12 min. Byla rovnéz zméfena hodnota
pH homogenatu: 150 mg — pH 7; 300 mg — pH 6,5 — 6; 500 mg — pH 6 — 5,5; 700 mg — pH
5 — 4,5. Po inkubaci a centrifugaci byl supernatant odpipetovan a DNA byla separovana
pomoci magnetickych ¢astic dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.2. Takto izolovand DNA
byla eluovana do TE pufru a byla 10x a 100xx zfedéna. Byla zméfeno absorpcni spektrum
dle 4.6.3. DNA byla amplifikovana dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.4 pomoci primeri
F 18S a R _5.8S teplotnim programem dle Tabulky 2. Spektrofotometrické stanoveni
koncentrace DNA izolované zriznych navazek je uvedeno v Tabulce 6. Zavislosti
absorbance na vlnové délce DNA pfi riznych navazkach jsou uvedeny v Grafech 1 — 4.
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Tabulka 6: Koncentrace a hodnoty absorbanci DNA izolované z riiznych navazek Zitavské papriky

(lusk) magnetickymi ¢asticemi PGMAox. Homogenat byl pfipraven pomoci roztoku s CTAB a
B-merkaptoethanolu ve 4 opakovanich
Lusk Zitavské N N
v/ Navazka Koncentrace A A 260nm: 260nm: Mnozstvi
papriky. i 260nm 280nm
opakovénl' [mg] DNA [ng 'JL N Aogonm A230nm DNA [ng]
1 7,1 0,142 0,102 1,39 0,52 355
2 8,1 0,163 0,114 1,42 0,95 405
150
3 12,4 0,248 0,171 1,45 1,07 620
4 23,2 0,463 0,332 1,40 0,97 1160
1 27,5 0,550 0,391 1,40 0,74 1375
2 38,5 0,771 0,575 1,34 0,51 1925
300
3 37,0 0,741 0,552 1,34 0,48 1850
4 35,0 0,699 0,520 1,35 0,53 1750
1 14,3 0,287 0,188 1,53 0,91 715
2 29,9 0,598 0,457 1,31 0,65 1495
500
3 20,8 0,416 0,305 1,37 0,70 1040
4 11,9 0,238 0,157 1,51 0,73 595
1 23,1 0,463 0,340 1,36 0,68 1155
2 10,7 0,215 0,145 1,48 0,97 535
700
3 6,3 0,125 0,076 1,65 1,90 315
4 16,0 0,319 0,220 1,45 1,40 800
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Graf 1: Absorpéni spektrum DNA izolované z 150mg Zitavské papriky (lusk) magnetickymi ¢asticemi

PGMAox. Homogenat byl pFipraven pomoci roztoku s CTAB a -merkaptoethanolem ve 4 opakovanich
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Graf 2: Absorpéni spektrum DNA izolované z 300mg Zitavské papriky (lusk) magnetickymi éasticemi
PGMAox. Homogenat byl pFipraven pomoci roztoku s CTAB a g-merkaptoethanolem ve 4 opakovanich
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Graf 3: Spektrum DNA izolované z 500 mg Zitavské papriky (lusk) magnetickymi &asticemi PGMAOX.

Homogenat byl pFipraven pomoci roztoku s CTAB a B-merkaptoethanolem ve 4 opakovanich
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Graf 4: Absorpéni spektrum DNA izolované z 700 mg Zitavské papriky (Iusk) magnetickymi ¢asticemi
PGMAox. Homogenat byl pFipraven pomoci roztoku s CTAB a B-merkaptoethanolem ve 4 opakovanich

39




DNA byla izolovéana v riiznych koncentracich. Nejvétsi mnozstvi DNA (27,5 — 38,5 ng uL™?)
bylo izolovano z navazky 300 mg. DNA byla zne¢i$téna, pomér Azeonm/Azgonm = 1,34 — 1,40;
pomer Azeonm/A23onm = 0,48 — 0,74.

5.1.1 Ovéreni amplifikovatelnosti DNA v PCR

DNA izolovand zjednotlivych navazek byla amplifikovana dle postupu uvedeném
v kapitole 4.6.4 - Tabulka 2. Byly pouzity primery F 18S, R 5.8S a Taq 1.1 DNA
polymeraza. Amplikony byly separovany pomoci gelové elektroforézy spolu se standardem
100 bp zebtic¢ek dle postupu uvedeného v kapitole 4.6.5. Detekce produkti PCR gelovou

elektroforézou na agaroze je uvedena na Obrazcich 10 — 13.

Obréazek 10: Gelova elektroforéza produkti PCR 700 bp — amplifikovdna byla DNA izolovana

7150 mg luskii  Zitavské papriky magnetickymi &asticemi PGMAox z homogenatu s CTAB s

B-merkaptoethanolem ve 4 opakovanich

Produkt PCR 700 bp

1500 bp
1000 bp

Produkt PCR 700 bp

Nespecifické produkty PCR 500 bp
o Redéni Mnozstvi DNA ve Detekce
Béh Opakovani DNA )
DNA smési pro PCR [ng] produktu PCR
1 0 14,2 +++
2 1 10x ++
3 100x +
4 Zitavska paprika (150 mg) 0 16,2 +++
5 2 10x ++
6 100x +
7 0 24,8 +++
3
8 10x +
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o Redéni Mnozstvi DNA ve Detekce
Béh Opakovani DNA ]
DNA smési pro PCR [ng] produktu PCR

9 3 100x -

10 . 0 46,4 +++

Zitavska paprika (150 mg)

11 4 10x ++
12 100x -

13 Standard DNA 100 bp zebiicek 0

14 Negativni kontrola 0 -

15 Pozitivni kontrola N. tabacum 0 2 +++

+, ++, +++ detekce produkti PCR o rizné intenzité

produkt PCR nebyl detegovéan

Obrézek 11: Gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp) —~Amplifikovana byla DNA izolovana
z 300 mg luskii Zitavské papriky magnetickymi ¢asticemi PGMAox z homogenatu s CTAB a B-

merkaptoethanolem ve 4 opakovanich

12 345 67 8 9 1011121314 15

Produkt PCR 700 bp

500 bp
Nespecifické produkty
PCR
o Redéni Mnozstvi DNA ve Detekce
Béh | Opakovani DNA i
DNA smési npro PCR [ng] produktu PCR
1 Negativni kontrola 0 -
2 Pozitivni kontrola N. tabacum 0 2 +++
3 0 55 +++
4 1 Zitavska paprika (300 mg) 10x ++
5 100x +
6 2 0 77 +++
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7 Zitavska paprika (300 mg) 10x ++
8 100x +
9 0 74 +++
10 3 10x ++
11 100x +
12 0 70 +++
13 4 10x ++
14 100x +
15 Standard DNA 100 bp Zebricek 0

+, ++, +++ detekce produktti PCR o riizné intenzité

- produkty PCR nebyly detegovany

Obrézek 12: Gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp) — Amplifikovana byla DNA izolovana
2 500 mg luskii Zitavské papriky magnetickymi ¢4sticemi PGMAox z homogenitus CTAB a f-

1500 bp
1000 bp

Produkt PCR 700 bp

merkaptoethanolem ve 4 opakovanich

123 456 7289

101112 131415

500 bp
Nespecifické
produkty PCR
o Redéni Mnozstvi DNA ve Detekce
Béh Opakovani DNA .
DNA smési pro PCR [ng] produktu PCR
1 Standard DNA 100 bp 0
zebficek
2 Pozitivni kontrola N. tabacum 0 2 +++
3 Negativni kontrola 0 -
4 Zitavska paprika (500 mg) 0 28,6 +++
1

5 10x ++
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6 100x +
7 0 59,8 +++
8 2 10x ++
9 100x +
10 Zitavska paprika (500 mg) 0 416 F++
1 3 10x ++
12 100x -
13 0 23,8 +++
14 4 10x ++
15 100x +

+, ++, +++ detekce produkti PCR o rizné intenzité
- produkty PCR nebyly detegovany

Obrézek 13: Gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp) — Amplifikovdna byla DNA izolovana
2700 mg luskit  Zitavské papriky magnetickymi &asticemi  PGMAox z roztoku sCTAB a

B-merkaptoethanolem ve 4 opakovanich

123456 7 89 10 11 12 131415

-»

1500 bp

1000 bp

Produkty PCR 700 bp
500 bp

Nespecifické
produkty PCR
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Beh | Opakovént ONA Redéni Mno.istvi DNA ve Detekce
DNA smési pro PCR [ng] produktu PCR
1 Standard DNA 100 bp 0
zebricek
2 Pozitivni kontrola N. tabacum 0 2,0 +++
3 Negativni kontrola 0
4 0 45,4 +++
5 1 10x +
6 100x
7 0 21,4 ++
8 2 10x +
9 Zitavska paprika (700 mg) 100x
10 0 12,6 +
11 3 10x
12 100x
13 0 32,0 +++
14 4 10x +
15 100x

+, ++, +++ detekce produktti PCR o rizné intenzité
- ; produkty PCR nebyly detegovany

Produkty PCR byly detegovany v rizné intenzité v zavislosti na mnozstvi DNA ve smési
pro PCR. Vedle specifickych produkti PCR byly detegovany i nespecifické produkty PCR.

5.2 Izolace a purifikace DNA z &erstvého lusku Zitavské papriky

DNA izolovana z homogenatu sCTAB, s B-metkaptoethanolem, magnetickymi ¢asticemi dle
postupu uvedeném v kapitole 4.6.1 nebyla dostate¢né Cista. Proto byl postup modifikovan:
lusk papriky (300 mg) byl homogenizovan nejprve v 500 pL CTAB pufru s 1pL
B-merkaptoethanolu. Ptiblizna doba homogenizace byla cca 6 min, hodnota pH homogenéatu
byla pH=6,5 — 6,0. Homogenat byl inkubovan 30 min pii 60 °C. Po inkubaci bylo ptidano
500 uL extrakéni smési chloroform:oktanol (24:1) dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.1.1
a byl odebran supernatant pro izolaci DNA magnetickymi ¢asticemi. Spektrofotometrické
stanoveni koncentrace DNA méfeno dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.3 (Tabulka 7).
Zavislost absorbance DNA na vinové délce je uvedena v Grafu 5. Poté byly namichany
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smesi pro PCR dle postupu uvedeném vV kapitole 4.6.4. Byly pouzity priméry F 18S,
R 58S aTagl.l DNA polymerasa. Amplikony byly separovany pomoci gelové
elektroforézy a byly porovnany standardem DNA (100 bp Zebtic¢ek) dle postupu uvedeném
Vv kapitole 4.6.5. Detekce produkti PCR gelovou elektroforézou na agarose je uvedeno na

Obréazku 14.

Tabulka 7: Koncentrace a hodnoty absorbanci DNA izolované z 300 mg lusku Zitavské papriky

magnetickymi

¢asticemi

PGMAox.

merkaptoethanolu a pfidavkem smési chloroform:oktanol (24:1) ve 4 opakovanich

Homogenat byl pripraven pomoci roztoku s CTAB a f-

Lusk Zitavské Koncentrace
i Navazka DNA Aosonm/ Aosonm/ Mnozstvi
papriky/ Az6onm Azsonm
- [mg] Aazsonm A230nm DNA[ng]
opakovani [ng uL]
1 25,7 0,514 0,359 1,43 3,26 1285
2 29,3 0,586 0,386 1,52 1,31 1465
300
3 19,9 0,399 0,264 151 2,11 995
4 27,5 0,550 0,389 1,41 1,92 1375
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Graf 5: Absorpéni spektrum DNA izolované z 300 mg Zitavské papriky (lusk) magnetickymi ¢asticemi
PGMAox. Homogenat byl pfipraven pomoci roztoku s CTAB a B-merkaptoethanolem a pridavkem

smési chloroform:oktanol (24:1) ve 4 opakovanich
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Obréazek 14: Gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp) — Amplifikovana byla DNA izolovand z luski
Zitavské papriky (300 mg) magnetickymi ¢asticemi PGMAox. Homogenat byl pFipraven pomoci

roztoku s CTAB a f-metkaptoethanolem a piidavkem smési chloroform:oktanol (24:1) ve 4 opakovanich

1500 bp
1000 bp

Produkt PCR 700 bp

1234567 89 10 11 12 13 14 15

500 bp
Nespecifické
produkty PCR
o Redéni | Mnozstvi DNA ve Detekce
Béh Opakovani DNA .
DNA smési pro PCR [ng] produktu PCR
1 Standard DNA 100 bp 0
zebricek
2 0 51,4 ++
3 1 10x +
4 100x -
5 0 58,6 ++
6 2 10x ++
7 5 100x -
Zitavska paprika (300 mg)
8 0 39,8 ++
9 3 10x +
10 100x -
1 0 55 ++
12 4 10x +
13 100x -
14 Negativni kontrola 0 -
Pozitivni kontrola
15 0 2 +++
N. tabacum
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+, ++, +++ detekce produkti PCR o riizné intenzité
- produkty PCR nebyly detegovany

DNA byla izolovana v koncentracich 19,9 az 29,3 ng uL™. DNA byla zneci$téna, pomér
Azeonm/Azgonm = 1,41 — 1,52; pomé&r Azeonm/A230 nm= 1,31 — 3,26.

Produkty PCR byly detegovany v rizné intenzité v zavislosti na mnozstvi DNA ve smési
pro PCR. Vedle specifickych produktli PCR byly detegovany i nespecifické produkty PCR.

5.3 lzolace DNA z mletych susenych vyrobku

Vzhledem k vétSimu objemu vzorki 150 mg mletych vyrobkl (Obrazek 1) byly suSené
mleté vyrobky homogenizovany v 2 mL Eppendorfovych zkumavkach pomoci 700 pL
roztoku s CTAB s 1 uL B-merkaptoethanolem. Po inkubaci bylo k homogenatu ptidano
700 uL  smési chloroform:oktanol (24:1) a po centrifugaci byl odebran supernatant pro
izolaci DNA pomoci magnetickych ¢astic dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.4. Precisténa
DNA byla rozpusténa v 50 uLL TE pufru, a byla fedéna 10x a 100x. Spektrofotometrické
stanoveni koncentraci a Cistoty DNA bylo provedeno dle postupu uvedeném v kapitole
4.6.3 a PCR dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.4. Amplikony byly separovany pomoci
gelové elektroforézy a porovnany standardem DNA (100 bp zebfi¢ek) dle postupu
uvedeném v kapitole 4.6.5.

5.3.1 lzolace DNA z mleté Zitavské papriky

Vzorky mleté papriky byly homogenizovany nejprve pomoci roztoku s CTAB; k 150 mg
vyrobku bylo pfidano 700 puL a k 300 mg 1000 pL roztoku. Protoze vzorky byly pfili§ husté
bylo pfidano vice roztoku s CTAB: k 150 mg vyrobku 300 pL a k300 mg 600 pL.
Homogenat byl inkubovan 30 min pii 60 °C. Po inkubaci bylo k150 mg
homogenatupapriky pfiddno 1000 pL a k300 mg 400 pL extrakéni smési
chloroform:oktanol (24:1). Homogenaty byly opatrné¢ extrahovany 5 min pii laboratorni
teploté. Dalsi postupy izolace a detekce DNA byly provedeny dle postupu uvedeném
v kapitole 4.6.3. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA je uvedeno v Tabulce 8.
Graf zavislosti absorbance DNA na vinové délce je uveden v Grafu 6, 7. Byly namichany
smési pro PCR dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.4. a k amplifikaci DNA byly pouzity
primery F_18S a R 5.8S. Detekce produktii PCR pomoci gelové elektroforézy na agarose
dle 4.6.5 je uvedena na Obrazku 15.
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Tabulka 8: Koncentrace a hodnoty absorbanci DNA izolované z 150 a 300 mg mleté Zitavské papriky
magnetickymi ¢asticemi PGMAox. Homogenat byl pfipraven pomoci roztoku s CTAB (1000 a 1600 pL)
a p-merkaptoethanolu (1 pL) a pridavkem smeési chloroform:oktanol (24:1) (1000 a 400 pL) ve 2

opakovanich
Mleta Zitavska N N
ika / Navazka Koncentrace A A 260nm: 260nm: MnozZstvi
paprika i 260nm 280nm
opakovéni [mg] DNA [ng I"lL 1] Azgonm A230nm DNA [ng]
1 37,1 0,741 0,535 1,38 1,08 1855
150
2 34,6 0,692 0,500 1,38 1,03 1730
1 75,1 1,502 1,124 1,34 0,95 3755
300
2 62,2 1,245 0,939 1,33 0,81 3110
Goghova 150mg 100x 2
09
08 Goghova _’mj\_x 1
07 333%;;]3‘{ 1n;r11 — T "‘_“-\\\
. 06 \"\\_\
g 05 \"\
5 .
2 o4 SN
< ==
E 03 S—
= 02 ) '\-N_‘___ _ . ."m.._\\
01 - o == —— . Hxﬁ"*———_‘_‘ﬁ
pof——""" = ﬁ‘b“"ﬁ\“l
0.1 - ~ -
02]" .
220 230 240 250 260 270 280 280 ado B 120 330 30
‘wWavelength (nm)

Graf 6: Absorpéni spektrum DNA izolované z 150 mg mleté Zitavské papriky magnetickymi ¢asticemi

PGMAox. Homogenat byl pripraven pomoci roztoku s CTAB s B-merkaptoethanolem a pridavkem

smési chloroform:oktanol (24:1) ve 2 opakovanich
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Goghova 300mg 100x 4
2 2 {Goghova 300mg 10x 4
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Graf 7: Absorpéni spektrum DNA izolované z 300 mg mleté Zitavské papriky magnetickymi &asticemi

PGMAox. Homogenat byl pripraven pomoci roztoku s CTAB s B-merkaptoethanolem a pridavkem

smési chloroform:oktanol (24:1) ve 2 opakovanich

Obrazek 15: Gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp)- Amplifikovana byla DNA izolovana z mleté
Zitavské papriky (150 a 300 mg) magnetickymi &asticemi PGMAox. Homogenat byl piipraven pomoci
roztoku s CTAB a pB-merkaptoethanolem as pridavkem smési chloroform:oktanol (24:1) ve 2

opakovanich
10 11 13 14 15
1500 bp
Produkt PCR 1000 bp
700 bp 500 bp
Nespecificky
produkt PCR
. Redéni Mnozstvi DNA ve Detekce
Béh | Opakovani DNA )
DNA smési pro PCR [ng] produktu PCR
1 0 74,2 +++
2 1 5 10x ++
Zitavska paprika (150 mg)
3 100x +
4 0 69,2 +++
2
5 10x ++
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Beh | Opakovéni DNA Redéni Mno.istvi DNA ve Detekce
DNA smési pro PCR [ng] produktu PCR

6 2 Zitavska paprika (150 mg) 100x +

7 Pozitivni kontrola N. tabacum 0 2 +++
8 Negativni kontrola 0 - -

9 Standard DNA 100bp Zebticek 0

10 0 150,2 +++
11 1 10x ++
12 Zitavska paprika (300 mg) 100x +

13 0 124,4 e+
14 2 10x ++
15 100x +

+, ++, +++ detekce produktti PCR o rtizné intenzité

produkty PCR nebyly detegovany

DNA byla izolovana v koncentracich 34,6 az 75,1 ng uL™. DNA byla zneci$téna, pomér
Aoeonm/A280nm = 1,33 — 1,38; pomér A2eonm/Az230nm = 0,81 — 1,08.

Produkty PCR byly detegovany v rizné intenzité v zavislosti na mnozstvi DNA ve smési
pro PCR. Vedle specifickych produktti PCR byly detegovany i nespecifické produkty PCR.

5.3.2

Izolace DNA z mleté Eko papriky sladké

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA je uvedeno v Tabulce 9. Graf zavislosti
absorbance DNA na vInové délce je uveden v Grafu 8. Byly namichdny smési pro PCR dle
postupu uveden v kapitole 4.6.4. K amplifikaci DNA byly pouzity primery F_18S a R_5.8S.
Detekce produktii PCR gelovou elektroforézou na agarose je uvedena na Obrazku 16.
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Tabulka 9: Koncentrace a hodnoty absorbanci DNA izolované z 150 mg vzorku Eko papriky sladké

domaci magnetickymi ¢asticemi PGMAox. Homogenat byl pripraven pomoci roztoku s CTAB a B-

merkaptoethanolem a pridavkem smési chloroform:oktanol (24:1) ve 4 opakovanich

Eko paprika
| pdlfé/ Navazka Koncentrace A A Aasonm/ Aasonm/ Mnozstvi
Sla i 260nm 280nm
opakovani [ma] DNA [ng uL™ Aagonm Az30nm DNA [ng]
1 87,4 1,749 1,355 1,29 0,82 4370
2 14,6 0,292 0,200 1,46 1,59 730
150
3 56,1 1,122 0,845 1,33 0,78 2805
4 30,0 0,601 0,439 1,37 0,97 1500
|Goghova Eko paprika 150mg ner 4
ELN |
(—fa;_:ll'c-‘-a Eko paprika 150mg ner 1
304 N
25 \,
8 N
£ 20 N
3 N — —
= ~— i
E 15] T .
101 T~ —
] S T o i
0.0] B
220 230 240 250 260 270 280 200 300 310 320 330 340
‘Wavelength (nm)

Graf 8: Absorpéni spektrum DNA izolované z 150 mg mleté Eko papriky sladké magnetickymi ¢asticemi

PGMAox. Homogenat byl pfipraven pomoci roztoku s CTAB s merkaptoethanolem a pridavkem smési

chloroform:oktanol (24:1) ve 4 opakovénich
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Obréazek 16: Gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp) — amplifikovana byla DNA izolovana z 150
mg mleté Eko papriky sladké magnetickymi ¢asticemi PGMAox. Homogenit byl pFipraven pomoci

roztoku s CTAB a B-merkaptoethanolem a piidavkem smési chloroform:oktanol (24:1) ve 4

opakovanich

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17

" ‘. 1500 bp
-
Produkt 1 i H b 1000 bp
Beh Opakovani DNA Redéni Mnolistvi DNA ve Detekce
DNA smési pro PCR [ng] produktu PCR
1 0 174,8 +++
2 1 10x +
3 Eko paprika sladka (150 mg) 100x -
4 0 29,2 +
5 2 10x -
6 100x -
7 Negativni kontrola 0 -
8 Pozitivni kontrola N. tabacum 0 2 +++
9 Prazdny be¢h
10 Standard DNA 100 bp
zebiicek

11 Prazdny be¢h
12 0 112,2 ++
13 3 10x +
14 Eko paprika sladka (150 mg) 100x -
15 0 13 -
16 4 10x -
17 100x -
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+, ++, +++ detekce produkti PCR o rtizné intenzité
- produkty PCR nebyly detegovany

DNA byla izolovana v koncentracich 14,6 - 87,4 ng uL™. DNA byla znegisténa, pomér
Azeonm/Azgonm = 1,29 — 1,46; pomé&r A2eonm/A230nm = 0,78 — 1,59.

Produkty PCR byly detegovany v rizné intenzité v zavislosti na mnozstvi DNA ve smési
pro PCR.

5.3.3 lzolace DNA z mleté Eko papriky dimljena

Vzorky 150 mg mletych vyrobkii byly homogenizovany pomoci 700 pL CTAB.
K homogenatu byl ptidan 1 uL B-merkaptoethanolu. dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.1
a4.6.1.1 s ptidavkem 700 pL smési chloroform:oktanol (24:1). Poté byl odebran 150 pL
supernatantu ze ¢tyf vzorkd a pfidan 0,6% objemu isopropanolu (90 pL) a ptesrazen dle
postupu uveden v kapitole 4.6.1.2. Po rozpusténi sedimentu v 150 uL TE pufru byla DNA
separovana pomoci magnetickych ¢astic dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.2. Z dalSich
Ctyt vzorkl byla izolovana DNA dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.1, 4.6.1.1 a 4.6.2.
Ptecisténa DNA byla rozpusténa v 50 pL TE pufru a byla 10x zfedéna. Spektrofotometrické
stanoveni koncentrace a Cistoty DNA bylo provedeno dle postupu uvedeném v kapitole
4.6.3. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA je uvedeno v Tabulce 10. Zavislost
absorbance DNA na vinové délce je uvedena v Grafu 9a, 9b. DNA byla amplifikovana dle
postupu uvedeném v kapitole 4.6.4 s pouzitim primerd F 26S a R _26S a teplotnim
programem dle Tabulky 3. Amplikony byly separovany pomoci gelové elektroforézy a
jejich velikost porovnana se standardem DNA (100 bp zebticek) dle postupu uvedeném
v kapitole 4.6.5. Detekce produkti PCR gelovou elektroforézou na agarose je uvedeno
na Obrazku 17.
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Tabulka 10: Koncentrace a hodnoty absorbanci DNA izolované z 150 mg Eko papriky dimljeny
magnetickymi ¢asticemi PGMAox. Homogenat byl pFipraven pomoci roztoku s CTAB a -

merkaptoethanolem a pridavkem smési chloroform:oktanol (24:1) pripadné piidavkem isopropanolu

ve 4 opakoéanich

Eko paprika
i |'p Z/ Navazka | Mnozstvi DNA A A Aasonn/ Azsonml | Mnozstvi
imijen } 260nm 280nm
opakovani [ma] [ng uL~ wsom | Aggonn | DNAING]
1 27,0 0,539 0,410 1,31 0,98 1350
2 44,6 0,892 0,635 1,40 0,72 2230
150
3 37,2 0,744 0,551 1,35 0,92 1860
4 34,2 0,683 0,508 1,34 0,95 1710
5 21,0 0,420 0,283 1,48 0,90 1050
6 150 16,7 0,334 0,206 1,63 0,81 835
7 isopropanol 25,8 0,516 0,358 1,44 0,85 1290
8 11,1 0,223 0,102 2,19 0,62 555
24
Eko diml. 150mg 4 10x
2.2 1Eko diml. 150mg 4
20
18 Eko'\diml. 150mg 2 100x
16 E» diml. 150mg 2 10x
g 12 gh‘) éllm\: 15Umg
2 \
5
——
B
270 230 200 300 310 320 330 310
Wavelength {(nm)

Graf 9a: Absorpé¢ni spektrum DNA izolované z 150 mg mleté Eko papriky dimljeny magnetickymi
¢asticemi PGMAox. Homogenat byl piipraven pomoci roztoku s CTAB a B-merkaptoethanolem a

pridavkem smési chloroform:oktanol (24:1) ve 4 opakovanich
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Graf 9b: Absorpéni spektrum DNA izolované z 150 mg mleté Eko papriky dimljeny magnetickymi
¢asticemi PGMAox. Homogenat byl pFipraven pomoci roztoku s CTAB a p-merkaptoethanolem a

pridavkem smési chloroform:oktanol (24:1) a isopropanolu ve 4 opakovanich

Obrazek 17: Gelova elektroforéza produkti PCR (220 bp) — Amplifikovana byla DNA izolovanéa z 150
mg mleté Eko papriky dimljeny magnetickymi ¢asticemi PGMAox. Homogenat byl piipraven pomoci

roztoku s CTAB a [B-merkaptoethanolem a pridavkem smési chloroform:oktanol (24:1) bez nebo

sraZenim isopropanolem ve 4 opakovanich

1 2 3 4 5 6 (SSGEERENEE S IantEaide o160 17 18 19

1500 bp
1000 bp
500 bp
Nesp.
produkty
Produkt PCR
220 bp
. Mnozstvi DNA
. ) Redéni ) Detekce
Béh | Opakovani DNA Zpusob izolace ve smési pro PCR
DNA produktu PCR
[ng]
1 0 54,0 ++
1 Eko paprika
2 P CH-O+ 10x +
dimljena (150 mg) magnetické
3 castice 0 89,2 o
2
4 10x +
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y Mnozstvi DNA
o Zpusob Redéni ] Detekce
Béh | Opakovéni DNA ] ve smési pro PCR
izolace DNA produktu PCR
[ng]
5 0 74,4 +++
3
6 10x +
7 0 68,4 +++
4
8 10x +
9 Standard DNA 100 bp
zebricek
10 0 42,0 +++
1
11 10x ++
12 0 33,4 +++
2 CH-O +
13 Eko paprika dimljena | jsopropanol 10x ++
14 (150 mg) + magnetické 0 51,6 +++
3 Castice
15 10x +
16 0 22,2 +
4
17 10x +
18 Negativni kontrola. 0 -
Pozitivni kontrola
19 . 0 2 +
Brassica oleacea
+, ++, +++ detekce produktti PCR o rtizné intenzité
- produkty PCR nebyly detegovany
DNA izolovana bez presrazeni isopropanolem byla izolovana v koncentracich

27,0—-44,6 ng uLl. DNA byla znedisténa, pomér Azeonm/Azsonm = 1,31 — 1,40; pomér
Azsonm/A2zonm = 0,72 — 0,98. DNA izolovana piesrazenim isopropanolem byla izolovana
v koncentracich 11,1 — 25,8 ng UL . DNA byla znegisténa, pomér Azeonm/Azsonm = 1,44 —
2,19; pomér A260nm/A230nm = 0,62 — 0,90.

Izolovana DNA byla ¢aste¢né degradovana, protoze se neamplifikovala pomoci primerd
F_18S a R_5.8S - proto byla amplifikovana pomoci primérti F_26S a R_26S.

Produkty PCR (220 bp) byly detegovany v rizné intenzité v zavislosti na mnozstvi DNA ve

smési pro PCR.
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5.3.4 lzolace DNA z mleté Kalocsa kornyéki 6rolt papriky

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA je uvedeno v Tabulce 11. Zvislost
absorbance DNA na vinové délce je uvedena v Grafu 9. Smési pro PCR byly pfipraveny dle
postupu uvedeném v kapitole 4.6.4. K amplifikaci DNA byly pouzity primery F 18S a
F 5.8S. Detekce produkti PCR gelovou elektroforézou na agarose je uvedena na
Obrézku 18.

Tabulka 11: Koncentrace a hodnoty absorbanci DNA izolované z 150 mg vzorku Kalocsa kérnyéki érolt
papriky magnetickymi casticemi PGMAox. Homogenat byl pripraven pomoci roztoku s CTAB a j-
merkaptoethanolem a piidavkem smési chloroform:oktanol (24:1) ve 4 opakovanich

Kalocsa
kornyeki 6rolt | Navazka | Koncentrace Ao | Agsonmy | VIROZSHVE
; Az60nm A280nm DNA
aprika/ -
pap [mg] | DNA[ngpuL"] Agsonm | Acsonm [ng]
opakovani
1 25,3 0,505 0,342 1,48 0,98 1265
2 44,2 0,885 0,613 1,44 0,80 2210
150
3 36,5 0,730 0,505 1,44 0,81 1825
4 32,7 0,653 0,430 1,52 0,92 1635
12 [
1 D b -~ ~—
Kaloczai 150mg-10x 2 \'—ﬁ- -
8 g JKslocsa 150mg ner 2 \'--\\
g e —— S~
g 06 Kalocsai 150mg ner 1 \H—__‘H-“\HH \‘\
g SE—— e — \\ T ~
T p4 \___Rx.. ~ ~
e T
S g T
02 T
00 — — e
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
\Wavelength (nm)

Graf 10: Spektrum DNA izolované z 150 mg mleté Kalocsa koérnyéki 6rolt papriky magnetickymi
casticemi PGMAox. Homogenat byl pFipraven pomoci roztoku s CTAB a p-merkaptoethanolem a

pridavkem smési chloroform:oktanol ve 4 opakovéanich
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Obréazek 18: Gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp) — Amplifikovana byla DNA izolovana
z 150 mg mleté Kalocsa kornyéki 6rolt papriky magnetickymi &asticemi PGMAox. Homogenat byl

pripraven pomoci roztoku s CTAB a p-metkaptoethanolem a pridavkem smési chloroform:oktanol

Produkt PCR 700 bp

1500 bp

1000 bp

500 bp

(24:1) ve 4 opakovanich

12 3456789 1011 12 13 14 15 16

T hesdbebuaing

o Redéni Mnozstvi DNA ve Detekce
Béh Opakovani DNA )
DNA smési pro PCR [ng] produktu PCR
1 Standard DNA 100 bp 0
Zebiicek
2 Prazdny béh - -
3 Pozitivni kontrola N. tabacum 0 2 +++
4 Negativni kontrola 0 0 -
5 0 50,6 -
6 1 10x -
7 100x +
8 0 88,4 ++
Kalocsa kornyéki 6rolt
9 2 . 10x +
paprika (150mg)
10 100x -
11 0 73 +
12 3 10x -
13 100x -
14 4 0 65,4 ++
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o Redéni Mnozstvi DNA ve Detekce
Béh Opakovani DNA )
DNA smési pro PCR [ng] produktu PCR
15 A Kalocsa kérnyéki 6rolt 10x -
16 paprika (150mg) 100x i}

+, ++, +++ detekce produktti PCR o rizné intenzité
- produkty PCR nebyly detegovany

DNA byla izolovana v koncentracich 25,3 - 44,2 ng uL™. DNA byla zne¢iiténa, pomér
Aoeonm/Azgonm = 1,44 — 1,52; pomér A260nm/A230nm = 0,80 — 0,98.

DNA se amplifikovala v PCR. Produkty PCR byly detegovany v ruzné intenzité v zavislosti
na mnozstvi DNA v PCR sm¢si.

5.3.5 lzolace DNA z kofeni Serious Blends

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA je uvedeno v Tabulce 12. Zavislost
absorbance DNA na vilnové délce je uvedena v Grafu 10. Byly pfipraveny smési pro PCR
dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.4. K amplifikaci DNA byly pouzity priméry F_18S a
R 5.8S. Detekce produkti PCR gelovou elektroforézou na agarose je uvedena na
Obrazku 19.

Tabulka 12: Koncentrace a hodnoty absorbanci DNA izolovdné z 150 mg vzorku Serious Blends
magnetickymi ¢asticemi PGMAox. Homogenat byl pripraven pomoci roztoku s CTAB a -

merkaptoethanolem a pfidavkem smési chloroform:oktanol (24:1) ve 4 opakovanich

_ Mnozstvi
Serious Blends/ | Navazka | Koncentrace Aaconm/ Aze0nm/
. A260nm A2gonm DNA
opakovani [mg] DNA [ng/ul] Aosonm Azonm [ng]
1 14,0 0,280 0,220 1,27 1,38 700
2 16,6 0,331 0,242 1,37 1,54 830
150
3 29,1 0,582 0,413 1,41 0,96 1455
4 29,1 0,582 0,412 1,41 1,02 1455
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Graf 11: Absorp¢ni spektrum DNA izolované z 150 mg Serious Blends magnetickymi ¢asticemi

PGMAox. Homogenat byl piipraven pomoci roztoku CTAB s B-merkaptoethanolem a pfidavkem smési
chloroform:oktanol (24:1)

Obrazek 19: Gelova elektroforéza produkti PCR (700 bp) — Amplifikovana byla DNA izolovana
z 150 mg Serious Blends magnetickymi ¢asticemi PGMAox,. Homogenat byl pFipraven pomoci roztoku
s CTAB a p-merkaptoethanolem a pridavkem smési chloroform:oktanol (24:1) ve 4 opakovanich

3 45 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16 17

1500 bp
1000 bp

Produkt PCR
700 bp

500 bp

o Redéni Mnozstvi DNA Detekce
Béh Opakovani DNA o
DNA ve smési pro PCR [ng] | produktu PCR
1 Pozitivni kontrola N. tabacum 0 2 +++
2 Negativni kontrola 0 0 -
3 Prazdny b¢h
A Standard DNA 100 bp 0

zebricek
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Beh | Opakovani DNA Reden Mnozstvi DNA Detekce
DNA ve smési pro PCR [ng] produktu PCR

5 Prazdny b¢h

6 0 28,0 e+

7 1 10x —

8 100x +

9 0 33,2 F++
10 2 10x ++
11 Serious Blends (150 mg) 100x +

12 0 58,2 4+
13 3 10x ++
14 100x +

15 0 58,2 4+
16 4 10x —
17 100x +

+, ++, +++.  detekce produktti PCR o rtizné intenzité
- produkty PCR nebyly detegovany

DNA byla izolovana v koncentracich 14,0 - 29,1 ng uL™. DNA byla zne¢isténa, pomér
Azeonm/Azgonm = 1,27 — 1,41; pomér A2eonm/A230nm = 0,96 — 1,54,

Produkty PCR byly detegovany v rizné intenzité v zavislosti na mnozstvi DNA ve smési
pro PCR.

5.4  lzolace DNA z potravin obsahujicich papriku

Vzorky 150 nebo 300 mg byly homogenizovany dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.1
a pomoci 600 pL roztoku CTAB a 1 uL B-merkaptoethanolu. Homogenat byl inkubovan 30
min pii 60 °C. Po inkubaci homogenatu bylo pfidano 600 pL. smési chloroform:oktanol
(24:1) dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.1.1 a bylo odebrano 400 uL supernantu. Byl
pfidan 0,6xobjemu (240 pL isopropanolu) dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.1.2. DNA
byla rozpusténa v 150 pL TE pufru a byla izolovana magnetickymi ¢asticemi dle postupu
uvedeném v kapitole 4.6.2. Poté byla piecisténa DNA rozpusténa v 50 uL TE pufru a byla
10x ziedéna. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA bylo provedeno dle
postupu uvedeném v Kkapitole 4.6.3. DNA byla amplifikovana dle postupu uvedeném
V kapitole 4.6.4 pomoci primerdt F 26S a R 26S teplotnim programem dle Tabulky 3.
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Amplikony byly separovany pomoci gelové elektroforézy a porovnany standardem DNA
(100 bp zebricek) dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.5.

5.4.1 lzolace DNA z pomazanky Namaz

Pro izolaci DNA z pomazanky Namaz bylo odebrano 2x 150 a 2x 300 mg vyrobku.
Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA je uvedeno v Tabulce 13. Zvislost
absorbance DNA na vinové délce je uvedena v Grafu 11. Detekce PCR produkti gelovou
elektroforézou na agarose je uvedena na Obrazku 20.

Tabulka 13: Koncentrace a hodnoty absorbanci DNA izolované z 150 a 300 mg pomazanky Namaz
magnetickymi ¢asticemi PGMAox. Homogenat byl pripraven pomoci roztoku CTAB sp-
merkaptoethanolem a pfidavkem smési chloroform:oktanol (24:1) a isopropanolu ve 2 opakovanich

Namaz/ | Navazka | Koncentrace Aasonm/ Azsonm/ | Mnozstvi
1 Az60nm A2s0nm
opakovani | [mg]l | DNA[nguL Asgonm Assonn | DNA[NG]
1 9,5 0,190 0,138 1,38 0,97 475
150
2 11,9 0,238 0,177 1,35 1,19 595
3 19,4 0,388 0,286 1,36 1,16 970
300
4 8,5 0,169 0,128 1,32 1,09 425
Mamaz 2 300mg
0.9 {Namaz 1 300mg 10x
0.8 2 150
0.7 {Namaz 1 150mg 10x
Mamaz 1 150mg
3 0.6
g 05
“‘; 04
5
SR S
0.0 I e =
0.1
220 230 240 250 260 270 280 280 300 310 220 330 340
‘wavelength {(nm)

Graf 12: Absorp¢ni spektrum DNA izolované z 150 a 300mg pomazanky Namaz magnetickymi ¢asticemi
PGMAox. Homogenat byl piipraven pomoci roztoku s CTAB a p-merkaptoethanolem a piidavkem

smési chloroform:oktanol (24:1) a isopropanolu ve 2 opakovanich
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Obrazek 20: Gelova elektroforéza produkti PCR (220 bp) — amplifikovidna byla DNA izolovana z 150 a

300mg pomazianky Namaz magnetickymi c¢asticemi PGMAox. Homogenat byl pripraven pomoci

roztoku s CTAB a pB-merkaptoethanolem a pridavkem smési chloroform:oktanol (24:1) a isopropanolu

ve 2 opakovanich

234 56 789 1011

1500 bp
1000 bp
500 bp

Nespecifické produkty PCR

Produkt PCR 220 bp

Mnozstvi DNA
o y ) Detekce
Béh Opakovani DNA Redéni DNA ve smési
produktu PCR
pro PCR [ng]
1 0 19 +
1
2 Namaz (150mg) 10x +
3 0 23,8 ++
2
4 10x ++
5 0 38,8 ++
1
6 Namaz (300mg) 10x ++
7 0 17 ++
2
8 10x ++
9 Standard DNA 100bp 0
zebricek
10 Negativni kontrola 0 +
Pozitivni kontrola Brassica 2
11 0 ++
oleracea
+, ++, +++ detekce produkti PCR o riizné intenzité

- produkty PCR nebyly detegovany

DNA byla izolovana v koncentracich 8,5 — 19,4 ng puL™. DNA byla znegisténa, pomér

Aoeonm/Azgonm = 1,32 — 1,38; pomér A2eonm/A230nm = 0,97 — 1,19.
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Produkty PCR byly detegovany v rizné intenzité v zavislosti na mnozstvi DNA ve smési
pro PCR.

5.4.2 lzolace DNA z pomazanky Pindjur

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA je uvedeno v Tabulce 14. Zavislost
absorbance DNA na vinové délce je uvedena v Grafu 12. Vzorek ¢.3 byl fedén 10x a 100x a
byl amplifikovan dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.4 pomoci primert F 26S a R 26S
teplotnim programem dle Tabulky 3. Detekce produkti PCR gelovou elektroforézou na
agarose je uvedena na Obrazku 21.

Tabulka 14: Koncentrace a hodnoty absorbanci DNA izolované z 150mg vzorku pomazéanky Pindjur
magnetickymi ¢asticemi PGMAox. Homogeniat byl pripraven pomoci roztoku s CTAB a f-

merkaptoethanolem a s pridavkem smési chloroform:oktanol (24:1) a isopropanolu ve 4 opakovanich

Pindjur/ | Navazka | Koncentrace A A Aasonm/ Assonm/ | Mnozstvi
260nm 280nm
opakovani [mg] DNA [ng pL] Assonm Avsorm | DNAING]
1 35,3 0,706 0,515 1,37 2,14 1765
2 36,3 0,725 0,501 1,45 1,14 1815
150
3 125,2 2,503 1,444 1,73 1,58 6260
4 37,1 0,742 0,528 1,41 1,27 1855
24 (g
o
2.0
18
g 18
é 14
g 12
g 1.0
BX-E o e
06T —— ﬁr___h;ﬁmﬁ“a% -
- e .
0.4 o TS >
_ S -
0.2 e
0.0
220 230 240 250 260 270 280 280 ado 310 220 %o 3o
‘wiavelength {nm)

Graf 13: Absorp¢ni spektrum DNA izolované z 150 mg pomazanky Pindjur magnetickymi ¢asticemi
PGMAox. Homogenat byl piipraven pomoci roztoku s CTAB a p-merkaptoethanolem a piidavkem

smési chloroform:oktanol (24:1) a isopropanolu ve 4 opakovanich
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Obréazek 21: Gelova elektroforéza produkti PCR (220 bp) — amplifikovana byla DNA izolovanaz 150 mg

pomazanky Pindjur magnetickymi ¢asticemi PGMAox. Homogenat byl pfripraven pomoci roztoku s

CTAB a B-metkaptoethanolem a piidavkem smési chloroform:oktanol (24:1) a isopropanolu v 1

opakovani
1500 bp
1000 bp
500 bp
Produkt PCR 220 bp
Béh ONA Redéni Mnozstvi DNA ve Detekce
DNA smési pro PCR [ng] produktu PCR
1 0 2504 +
2 Pindjur 10x ++
4 100x +++
4 Standard DNA 100 bp zebticek 0
5 Negativni kontrola 0 2
6 Pozitivni kontrola Brassica oleacea 0 ++
+, ++, +++  detekce produkti PCR o rizné intenzité

produkty PCR nebyly detegovany

DNA byla izolovana v koncentracich 35,3 — 125,2 ng puL™l. DNA byla znegisténa, pomér
Aoeonm/Azgonm = 1,37 — 1,73; pomér A2eonm/A230nm = 1,14 — 2,14,

Produkty PCR byly detegovany v rizné intenzité v zavislosti na mnozstvi DNA ve smési

pro PCR.

5.4.3 lzolace DNA z pomazanky Ljutenica

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA je uvedeno v Tabulce 15. Zavislosi
absorbance DNA na vlnové délce je uvedena v Grafu 13. Vzorek €.3 byl fedén 10x a 100x a
byl amplifikovan dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.4 pomoci primert F 26S a R_26S
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teplotnim programem dle Tabulky 3. Detekce produkti PCR gelovou elektroforézou na

agarose je uvedena na Obrazku 22.

Tabulka 15: Koncentrace a hodnoty absorbance DNA izolovany z 150 mg vzorku pomazéanky Ljutenica

PGMAox. roztoku CTAB

merkaptoethanolem a piidavkem smési chloroform:oktanol (24:1) a isopropanolu ve 4 opakovanich

magnetickymi ¢asticemi Homogenat byl pripraven pomoci

Ljutenica/ | Navazka | Koncentrace DNA Azsonm/ Azeonm/ Mnozstvi
Azeonm Aa2g0nm DNA
opakovani [mg] [ng uL™ Aagonm Aazzonm [ng]
1 8,3 0,166 0,110 1,51 1,30 415
2 8,3 0,165 0,101 1,64 1,20 415
150
3 12,6 0,253 0,178 1,42 1,76 630
4 5,6 0,112 0,076 1,48 1,44 280
09 {Lnicmen
Ljutenica 1
0.8
0.7
8 0.6
g 05
g 0.4
5
2 03 _ .
02 — ;_‘::_____!_1 —
e e - ———
0.1 ﬁm‘i‘ﬁ-—-______;—q S
—— e
0.0 T e e—————
01
220 2%0 240 250 260 270 280 280 3o B 220 ko 3io
‘wavelength {nm)

Graf 14: Absorpéni spektrum DNA izolované z 150 mg pomazanky Ljutenica magnetickymi ¢asticemi

PGMAo0x. Homogenat byl pripraven pomoci roztoku s CTAB a B-merkaptoethanolem a pfidavkem

smési chloroform:oktanol (24:1) a isopropanolu ve 4 opakovanich
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Obrazek 22: Gelova elektroforéza produkti PCR (220 bp) — Amplifikovana byla DNA izolovana z 150

mg pomazanky Ljutenica magnetickymi ¢asticemi PGMAox. Homogenat byl pripraven pomoci roztoku

S CTAB a [-merkaptoethanolem a pifidavkem smési chloroform:oktanol (24:1) a isopropanolu

v 1 opakovani

1.2 3.4a5. B

1500 bp
1000 bp
500 bp

Produkty PCR 220 bp

Redéni Mnozstvi DNA ve Detekce
Béh DNA ]
DNA smési pro PCR [ng] produktu PCR
1 0 25,2 +++
Ljutenica

2 10x +++

3 100x +

4 Standard DNA 100bp Zebiicek 0

5 Negativni kontrola 0 -

6 Pozitivni kontrola Brassica oleracea 0 2 ++

+, ++, +++.  detekce produktii PCR o riizné intenzité

produkty PCR nebyly detegovany

DNA byla izolovana v koncentracich 5,6 — 12,6 ng pL™. DNA byla znegisténa, pomér
Azsonm/Azgonm = 1,42 — 1,64; pomér Azeonm/A230nm = 1,30 — 1,76.

Produkty PCR byly detegovany v rtizné intenzité v zavislosti na mnozstvi DNA ve smési

pro PCR.
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5.4.4 lzolace DNA z pomazanky Ajvar

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA je uvedeno v Tabulce 16. Zavislost
absorbance DNA na vinové délce je uvedena v Grafu 14. Detekce produkti PCR gelovou
elektroforézou na agarose je uvedena na Obrazku 23.

Tabulka 16: Koncentrace a hodnoty absorbanci DNA izolované z 150 mg pomazanky Ajvar
magnetickymi ¢asticemi PGMAox. Homogenat byl pripraven pomoci roztoku s CTAB a j-

merkaptoethanolem a smési chloroform:oktanol (24:1) ve 4 opakovanich

A Navézka | Koncentrace A A Azeon/ | Agsonm/ | MnoZzstvi
Jvar 260nm 280nm
[mg] DNA [ng/ul] Azgonm Az3onm DNA[ng]
1 14,3 0,286 0,220 1,30 1,63 715
2 17,6 0,351 0,256 1,37 1,36 880
150
3 18,8 0,376 0,294 1,28 1,20 940
4 23,3 0,466 0,329 1,42 1,17 1165
Ajvar 150mg 4 100x
1.1 fajvar 150mg 4 10x
104
09 B e 150ma3
0.8 ‘n:-'q'j‘var 150mg 2 100x
g 07
é 0.6 "ﬁluﬂl 150mg 1 10x
2 45 j\'{\:i'm,ll‘150mg1
g 04 \ L . .
0s S [ o -
0.2 \,_/‘/ == S
T e
ol R — e
I
220 230 210 250 260 270 230 250 300 310 320 330 340
‘wavelength (nm)

Graf 15: Absorpéni spektrum DNA izolovana z 300 mg pomazanky Ajvar magnetickymi ¢asticemi
PGMAox. Homogenat byl pfipraven pomoci roztoku s CTAB a p-merkaptoethanolem a piidavkem

smési chloroform:oktanol (24:1) ve 4 opakovanich
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Obréazek 23: Gelova elektroforéza produkti PCR (220 bp) — Amplifikovana byla DNA izolovana
z 150mg Ajvaru magnetickymi ¢asticemi PGMAox. Homogenat byl pripraven pomoci roztoku s CTAB a

B-merkaptoethanolem a piidavkem smési chloroform:oktanol (24:1) ve 4 opakovénich

1 2R a6 0 101112131415

1500 bp
1000 bp
500 bp
Produkt PCR 220 bp
. Mnozstvi DNA
o Redéni ) Detekce
Be¢h Opakovani DNA ve smési
DNA produktu PCR
pro PCR [ng]
Pozitivni kontrola N. 2
1 0 +++
tabacum
2 Negativni kontrola 0 -
3 Standard DNA 100 bp 0
zebiicek
4 0 28,6 ++
5 1 10x ++
6 100x -
7 0 35,2 +
8 2 10x +
Ajvar
9 100x -
10 0 37,6 +
11 3 10x -
12 100x -
13 0 46,6 +
14 4 10x +
15 100x -
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+, ++, +++ detekce produkti PCR o riizné intenzité
- produkty PCR nebyly detegovany

DNA byla izolovana v koncentracich 14,3 — 23,3 ng puL!. DNA byla zne¢isténa, pomér
Azeonm/Azgonm = 1,28 — 1,42; pomér Azeonm/A230nm = 1,17 — 1,63.

Produkty PCR byly detegovany v rizné intenzité v zavislosti na mnozstvi DNA ve smési
pro PCR.

5.4.5 lzolace DNA z pomazéanky Piros Arany

Vzorky pomazéanky Piros Arany (150 mg) byly homogenizovany pomoci 800 uL CTAB a
1 uL B-merkaptoethanolu dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.1. Byl ptidano 800 uL smési
chloroform:oktanol (24:1) dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.1.1. Dalsi prace s DNA byly
provedeny dle postupu uvedeném v kapitole 5.4. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace
DNA je uvedeno v Tabulce 17. Zavislost absorbance DNA na vinové délce je uvedena
v Grafu 15. Detekce produkti PCR gelovou elektroforézou na agarose je uvedena
na Obrazku 24.

Tabulka 17: Koncentrace a hodnoty absorbanci DNA izolované z 150 mg vzorku pomazanky Piros
Aranyu magnetickymi c¢asticemi PGMAox. Homogenat byl pripraven pomoci CTAB s f-
merkaptoethanolem a piidavkem smési chloroform:oktanol (24:1) a isopropanolu ve 4 opakovanich

Piros
Navazka | Koncentrace Aasonm! Azsonm! | Mnozstvi
Arany/ gy | Aeeonm A280nm
opakovani (] DNA [ng pL Aa280nm Az30nm DNA [ng]
1 18,9 0,378 0,274 1,38 0,79 945
2 11,8 0,235 0,168 1,40 3,57 590
150
3 27,9 0,558 0,383 1,46 0,96 1395
4 48,9 0,977 0,534 1,83 0,60 2445
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|Firos Arany 150mg 4 100x
30 'Firo: Arany 150mg 4 10x
Nro: Arany 150mg 4
Pyros Arany 150mg 3

25{ %

Pirok Arany 150mg 2 100x
Piros' erarw 150mg 2 10x

20

10mm Absorbance:

270 280 280 300 310 320 330 340
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Graf 16: Absorpéni spektrum DNA z 150mg Piros Aranyu magnetickymi ¢asticemi PGMAox.
Homogenat byl pFipraven pomoci roztoku s CTAB a B-merkaptoethanolem a piidavkem smési
chloroform:oktanol (24:1) a isopropanolu ve 4 opakovanich

Obréazek 24: Gelova elektroforéza produkti PCR (220 bp) — Amplifikovana byla DNA izolovana
z 150 mg pomazanky Piros Arany magnetickymi ¢asticemi PGMAox. Homogenat byl pripraven pomoci
roztoku s CTAB a f-merkaptoethanolem a piidavkem smési chloroform:oktanol (24:1) a isopropanolu

ve 4 opakovanich

1 2 3 .48 6. % 8010 L 2Rl

MnozZstvi
- N | Detekce produktu
Béh Opakovani DNA Redéni DNA | DNA ve smési PCR
pro PCR [ng]
1 0 37,8 +
2 1 Piros Arany 10x 4
3 100x ++
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Mnozstvi

. DNA y | Detekce produktu
Béh Opakovani Redéni DNA DNA ve smési PCR
pro PCR [ng]
4 0 23,6 ++
5 2 10x +
6 100x ++
7 0 55,8 +
8 3 Piros Arany 10x +
9 100x ++
10 0 97,8 +
11 4 10x +
12 100x +
Standard DNA 100 bp
13 +++
zebiicek
14 Negativni kontrrola
Pozitivni kontrola Brassica
15 2 ++
oleacea.

+, ++, +++ detekce produktti PCR o rtizné intenzité
- produkty PCR nebyly detegovany

DNA byla izolovana v koncentracich 11,8 — 48,9 ng puL®. DNA byla zne&isténa, pomér
Az6onm/Azsonm = 1,38 — 1,83; pomér Azeonm/Azzonm = 0,60 — 3,57.

Produkty PCR byly detegovany v rizné intenzité v zavislosti na mnozstvi DNA ve smési
pro PCR.

5.5 P¥iprava amplikoni 700 bp a 400 bp Zitavské papriky na sekvencovani a
vyhodnoceni sekvenci

DNA byla izolovana z 150 mg mleté Zitavské papriky a amplifikovana dle postupt
uvedenych v kapitolach 4.6.1, 4.6.1.1, 4.6.2 a 4.6.4. Dle postupu uvedeném v kapitole
4.6.6.2 amplikon o velikosti 700 bp a 400 bp* byl ligovan do vektoru pDRIVE a
transformovan do bunék E. coli dle 4.6.6.3. Na agaru sAXI (LB agar s
ptidavkem ampicilinu, X-gal, a IPTG) byly selektovany transformanty s rekombinantnim a
nerekombinantnim plasmidem (Obrazek 25). Dle postupu uvedeném v kapitole 4.6.6.5 byla
provedena PCR z jedne bakterialni kolonie (Obrazek 26) s cilem ovéfit velikost insertu. Pro
sekvencovani amplikoni 700 bp byly vybrany amplikony oznaené Zit 1, Zit 2, Zit 3,
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Zit 6 a Zit 7. Pro analyzu byly pouzity 2 amplikony (Zit3ctab a Zit5ctab) ziskané po
amplifikaci DNA izolované klasickou metodou CTAB.

Po sekvencovani amplikont (700 bp) a analyze sekvenci (Obrazek 27) byl zkonstruovéan
fylogeneticky strom (Obrazek 28). Byla zjisténa fylogenetickd ptibuznost sekvenci
amplikont Zit 1, Zit 6 a Zit3ctab Zitavské papriky sklony v nukleotidové databazi
GenBank odopvidajici paprice seté Capsicum annum. Ostatni klony (Zit_2, Zit_3, Zit 7 a
Zit5ctab) byly jen vzdalené piibuzné nékterym zaastupciim celedi Solanaceae.

*Amplikony 400 bp byly ziskany primery Zd1 a R_5.8S, detekce produktt je znazornén na
Obrazku 30. Dle 4.6.6.1 byly piecistény amplikony a ligace probéhla dle 4.6.6.2 po dobu 2,5
hodiny. Dle 4.6.6.3 prob¢hla transformace vektoru do bunék E. coli.

Obrazek 25: Petriho misky s AXI agarem. Bilé bakterialni kolonie obsahuji rekombinantni vektor
pDRIVE na rozdil od modrych kolonii

ama o i K )
ez T N

Obrézek 26: Gelova elektroforéza produkti PCR — Amplifikovana byla DNA rekombinantniho
plasmidu a nerekombinantniho plasmidu z bakteriélnich kolonii E. coli
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. Oznaceni pro Detekce produktu Pfibliznaa délka
Béh DNA amplikonu o .
sekvencovani PCR amplikonu
Standard DNA 100 bp
1 - ++
Zebficek
2 Zit 1 +++ 700 bp
3 Zit 2 +++ 700 bp
4 Zit 3 +++ 700 bp
Rekombinantni plasmid —
5 . . - ++ <700 bp
bila kolonie
6 - +++ <700 bp
7 Zit 6 +++ 700 bp
8 Zit 7 +++ 700 bp
Nerekombinantni plasmid —
9 ) . - +++ cca 150 bp
modré kolonie
++, +++ detekce produktti PCR o rtizné intenzité
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mn

|
Zit_2_SPE G G G G GGGG BO
Zit_T_SP& G G G G GGGGE 80
Zit_3_SPE G G G G GGGGE 80
Zit_1_SPE G G G G GGEGGE 60
2It_B_5P8 GGG 50

Conscnsus GCGCTACACT GATGT& TCA ACGAGTTTAT AGCCTTGGCC GAC)\GGCCCG GGETAATCTTT GAAATTTCAT CGTGATGGGG

Q0o e

G100 GG G

Cu"sa'\!aton

st (QELTACACT CATTAT TTAT AGeCT m&'m*ﬁw TAATC ;CMA | vHSE

Zit 2 SPE [c G G [l G 180
AL T SP8 [c] G [c] G G 160
Zit_3_SPB G G G GG 160
2_1_8P8 G G G G 160
Zit_6_SPB GG G G 159

Cunsensus ATAGATCATT GCAA.TTGTTG GTCTTCAACG P.GGPU\T CCT AGTAAGCGCG AGTCATCAGC TCOGCGTTGAC TATGTCCCTG

IHHWIHN||HHHHIHHHIIHIHIMHT|HHIHIMH||HHIHIMH1IHHIHIHHI|hWIHIHH||HﬂHHIﬂH|
soavrceoto_ \TAGRTGATT GeAATTCT UuﬂCM& CCAATICCT AGTMGCace AeICA HC TTEAC m-Cmb

2t 2 SPB £ G G G 240

Zit_T_SPE G G G G GG G 249
I _SPE & G G G 240
Zit_1_SP6 < G G G GG G 240
Zit_6_SPE 238

Con:’:nnsus CCCT TTGTM: F\CI\CCGCCCG TCEGCTCCTAC CG!\TTCAATG ATCCGGTGAA ATGTTCGGAT CGCGGCG.’\CG TGE‘:GCAGTTC

Q0 G

Con sev\anon
1‘

@@ G0 G

Cu'su'\alion

semuma{L TTIGTAC #eAcCal Ac GeATTEAAT b il zcaalGAA ATaTT<06 # (a0000Aza T6GaCxGTTC

320
Zit 2 5P G GGETG 320
Zt_T_SPE GGTG 320
Zit_3_SPE G GETE 320
2t 1 5P [5 G GGTGE 320
7it_6_5F6 GGIG 315

|
Consensus GCTGCCCGCG .ﬁCGTCGCGAG AMGTCCATTGE AACCTTATCA TTThGRGG-\A GGAGA#\GTCG TAACAAGGTT TCCGTAGGTG

m“meHMNMIHmmmHHMHHhHNMNHHNHNHHHNMHWIM
seauencoass ([ T5ee0s aﬂmcm hheTCahe T quum%bm TnAGAAeeTT 7CasTAGGG
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Zit_2 SPE (] G G G GE-G G- QG GG 399
Zil_T_SPE (€] r G (] GG G- QG GG 395
Fit_3_SPE (€] G (€] GGG G- WG GG 399
Zit_1_SPE G r G G GGG GG 400
Zit_6_SPE 399

Consensus AACCTGCGGA AGCGATCATTG TCGAAACCTG CAMAGCAGAA CGACCCGCGA ACTTGTTTAA NAACTCGGGA G-CGGCGCGG

HHMHHHHHHMNIHHHHWHHHHWWHHNHmmHHHﬂHNHrWNHHMIHHHﬂm

Sequence Inga llljll‘t Va UUH uu'JI 'JI l|. || ‘E- 'J C k'Jl C'JI h.'!" CulLt C'.Jru'JI |nl l|. T‘HP‘H {EHHC uu.u']I J UC EIUEUI\J

Zit_2_SP6 GGG G GG 4A7T
Zit_ T_SPE G G [elc] 477
Zil_3 SP6 (GG GG GG 11?7
Zit1_SPE GGG -----------------------------------------
216 ss oS CATCREEET WATCTOMAT GooMERTTHA 110

Cunscnsus CCGGGG GCT TCGGCC TCN TC CG\JGCGG CTCCGTCATA TCCCCAGCG GCTCGCOTCG= CGTGCGTGAC GGGTGATTAA

e
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Zit_2_SP GG G G- GG 554
LT _8PE e} G- - GG 554
Zit_3_SPE GG G Ac G-B- 56 554
At 1_sP8 G- GG 516
Zit_6_SFE G GGG 559

Consensus COGAACCCCOAG COGCAGAAAGL GCCﬁ\AGGkhI’ AC-TAAATTGE ANAGCCTECC TCOTCGCGLCO CiHC{}CGG GTOCG-C-00
T0om

Con sev\dmon

ﬂﬂMﬂhummmMMuﬂUMMmi&MMMﬂﬂﬂMMiUﬂMMﬂhUﬂﬂﬂMmiﬂﬂuuﬂ
s ceMllete zetachhhie ALCMEGKR AC.TAANT e ALReCeTeCC sCT0RGEEC Callectes Gonelc.C6

Zit_2_SP6 G BOG
Zit_T_SPE G aos
Zil_3 _SPE G G

Zit_1_SPE sss
Zit_E_SPE a G 610

Cunsensus GGGACT GTG CTTCTT TG- .ﬂAFACAChAAC GACTCTCGA\C -.ﬁACAGATA C
3

Consenaton II o1 O [T I

I| || ||| I
somance iz, (G0N TaTe ¢l 16111161 AHAC.. AGHCTC0R( ..Pl.&,x_-.ﬂ.” C

Obrazek 27: Mnohot&etné porovnani sekvenci 5 klonii PCR produktu Zitavské papriky programem
CLUSTAL W. Zlutou barvou jsou vyznafeny nukleotidy G, modrou C, fervenou A a zelenou T.
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Je ziejmé, Ze sekvence jsou sice pFibuzné, ale ne zcela identické (obsahuji bodové zamény-mutace). Miru
identity znazorinuje graf pod sekvencemi — 100 % identita v dané pozici je znazornéna maximalnim

sloupcem.

—® AJ012358_Nicotiana tabacum

& 7|T3ctab

e 7it_1

® 7it_6

& 0885438 Capsicum annum

@ KC213749_Solanum lycopersicon

— a7t 2

® Z[T5ctab 0.180

® Zit_3

——————e7it 7

Obrazek 28: Fylogeneticky strom konstruovany z vySe uvedenych klont a referen¢nich sekvenci
v databazi GenBank. Klony odpovidajici sekvenci paprice (KC885438 Capsicum annum) jsou
znazornény rameckem. Zbyvajici klony jsou umisténu vzdalené od referen¢ni sekvence paprily a jejich

piivod nelze prozatim urcit.

5.6 Kontrola intaktnosti izolované DNA

Béhem dalsi prace se nepodatilo amplifikovat DNA izolovanou z lusku a mleté Zitavské
papriky pomoci primertt F 18S a R _5.8S. S cilem ovéfeni relativni intaktnosti DNA byla
izolovana ve 2 opakovénich zlusku a mleté papriky zhomogenatl s piidavkem
chloroform:oktanolu pomoci magnetickych ¢astic a zhomogenatu s piidavkem
chloroform:oktanolu a pfesraZenim isopropanolem (bez pouziti magnetickych castic) dle
postuptt uvedenych v kapitolach 4.6.1, 4.6.1.1 4.6.1.2 a 4.6.2. Spektrofotometrické
stanoveni koncentrace DNA je uvedeno v Tabulce 18. Zavislost absorbance DNA na vinové
délce je uvedena v Grafu 16. Na agarosovy gel bylo naneseno 75 pL DNA. Detekce
produkti PCR gelovou elektroforézou na agarose je uvedena na Obrazku 29.
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Tabulka 18: Koncentrace a hodnoty absorbanci DNA izolované z 150 a 300 mg vzorku mleté a mrazZené
Zitavské papriky magnetickymi &asticemi PGMAox a bez magnetickych &astic. Homogenity byly

pripraveny pomoci CTAB s -merkaptoethanolem a piidavkem smési chloroform:oktanol (24:1) bez a

s piesraZenim isopropanolem

DNA zolace Koncentrace |\ | A ;| Mnozstvi
.. Presrazeni .. . | Navazka DNA 260nm 260nm:
Zitavské | . | magnetickymi mal DNA
ISOpropanolem m
papriky prop asticemi g [ng pL] Azgonm Azzonm [ng]
Mleta - + 150 30,9 1,77 1,45 3090
Mleta + 150 45,2 1,57 0,89 4520
Lusk + + 300 37,4 1,78 1,37 3740
qleta
1.2 _kﬁi:opropanol
. _Iu: _
H
g O\
E AN
03 \\\\ \
. ~
0.2 N N
NN ~—_
0.1 Nt —_
0.0 e _\:dxi_
0.1
220 230 240 250 260 270 280 200 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)

Graf 17: Absorpéni spektrum DNA z 150 a 300 mg mleté Zitavské papriky a z lusku magnetickymi
casticemi PGMAox a bez magnetickych ¢asticc. Homogenat byl pripraven pomoci CTAB s B-

merkaptoethanolem a pifidavkem smési chloroform:oktanol (24:1) bez a s presraZenim isopropanolem.

Obrézek 29: Gelova elektroforéza DNA izolované pomoci magnetickych ¢astic a bez nich z mleté

Zitavské papriky a z lusku mraZené Zitavské papriky. Na gel bylo naneseno 75 uL DNA.

Intaktni DNA

Degradovani DNA - $mouha

77



Izolace

Zitavska paprika - PresraZeni L Mnozstvi DNA
Béh . magnetickymi Detekce DNA
DNA isopropanolem oo [ng]/béh
casticemi
1 Mieta - + 23175 Smouha
2 Mleta + - 3390 Smouha
Smouha +

3 Lusk + + 2805

prouzek
A Standard DNA 100 bp

zebticek

5 Lambda DNA 200 Prouzek

DNA byla izolovéna v piiblizné stejné konventraci jak s magnetickymi ¢asticemi, tak bez
nich. DNA izolovana z mleté Zitavské papriky byla vyrazné degradovana. DNA izolovana
z lusku mrazené Zitavské papriky byla degradovana méng, byl detekovan diskrétni prouzek.

5.6.1 Ovéreni amplifikace v PCR

Degradovana DNA z mleté Zitavské papriky a DNA izolovana z mrazeného lusku a semen
Zitavské papriky byla amplifikovana primery Zdf 18S a Zdr 5.8S a LA polymerasou dle
postupu uvedeného v kapitole 4.6.4 programem uvedenym v Tabulce 4. Na gel bylo
naneseno 5 pL produkti PCR (Obrazek 30). Vzhledem k tomu, ze byly detegovany slabé
produkty PCR Vv negativnich kontrolach, byla DNA mleté Zitavské papriky amplifikovana
s primery Zdf 18S a R_5.8S (Obrazek 31)

Obrazek 30: Gelova elektroforéza produktii PCR (350 bp) — Byla amplifikovidna degradovana DNA

PCR 350 bp
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izolovana z lusku, semen a mleté Zitavské papriky. Na gel bylo naneseno 5 ul amplikonii.
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1500 bp
1000 bp
500 bp

Produkt

T L A h ad




Béh DNA Zitavské papriky Detekce produktu PCR
1 Standard DNA 100 bp zebticek +++
2 +++

Lusk
3 +++
4 +++
Semena
5 +++
6 +++
Mileta
7 +++
8 Pozitivni kontrola Nicotiana tabacum +++
9 Pozitivni kontrola Brassica oleracea +++
10 +
11 Negativni kontrola +
12 +
+, +++ detekce produktii PCR o riizné intenzit¢

Obrazek 31: Gelova elektroforéza produkti PCR (400 bp) — Aamplifikovina byla DNA izolovana z
mleté Zitavské papriky. Na gel byly naneseny 3 pL amplikonii.

1 2 3 456 7 8 9

1500 bp
1000 bp
500 bp
Produkt PCR 400 bp
Béh DNA Detekce produkti PCR
1 Standard DNA 100 bp Zebiicek +4++
2 +H+
3 Mleté Zitavska paprika .
4 o




Béh DNA Detekce produkti PCR
5 - -
6 Pozitivni kontrola Nicotiana tabacum +++
7 Pozitivni kontrola Brassica oleracea +++
8 +/-
Negativni kontrola
9 +/-
+/-, +++ detekce produktil PCR o rizné intenzité

Degradovana DNA z mleté Zitavské papriky se amplifikovala v PCR s primery Zdf 18S a
R _5.8S stejné jako DNA z pozitivnich kontrol. Produkty PCR velmi nizké intenzity byly
ampifikovany i v negativnich kontrolach.

5.7 Ovéreni specifity produkti PCR (350 bp)

Pomoci programu NEBcutter byla naleznena restrikéni mista v sekvenci DNA papriky
Capsicum annum ziskané po amplifikaci primery Zdf _18S a Zdr_5.8S a primery Zdf_18S a
R_5.8S. Produkty PCR 350 bp byly Stépeny restriktasami Rsal, Haelll a Sau3Al dle
postupu 4.6.7. Vysledky Stepéni byly vizualizované po gelové elektroforéze dle postupu
4.6.5 (Obrazek 32, Obrazek 33).

Produkt PCR 350 bp

Fragment po $tépeni 300 bp

1500 bp
1000 bp

500 bp

Obrazek 32: Gelova elektroforéza produktu PCR (350 bp) po $tépeni restriktasami

N6 [ 8 9

Béh DNA Zitavské papriky Pouzita restriktasa Stépenti Velikost fragment
1 Standard po 100 bp zebiicek -
2 Bez restriktasy - 350 bp
3 Semena Rsal - 350 bp
4 Haelll - 350 bp
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Béh DNA Zitavské papriky Pouzita restriktasa Stépeni Velikost fragment
5 Semena Sau3Al + 350 bp + 300 bp
6 Bez restriktasy - 350 bp
7 Rsal - 350 bp

Mleta
8 Haelll - 350 bp
9 Sau3Al + 300 bp

Produkt PCR 350 bp
Fragment po $tépeni 300 bp

Fragment postépeni 50 bp

Obréazek 33: Gelova elektroforéza produktu PCR (350 bp a 400 bp) po Stépeni restriktasami

1500 bp
1000 bp
500 bp

Produkt PCR 400 bp

.. i Pouzita N Velikost
Béh DNA Zitavské papriky . Stépeni
restriktasa fragmentd
1 Bez restriktasy - 350 bp
Mleta 350 bp
2 Sau3Al + 300 bp + 50 bp
3 Standard DNA 100 bp
zebiicek
4 Bez restriktasy - 400 bp
Mleta 400 bp
5 Sau3Al + 350 bp + 50 bp

Fragment po $tépeni 350 bp

Fragment po $tépeni 50 bp
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6. DISKUSE

Diplomova prace se zabyvala optimalizaci metody mikroizolace DNA z potravinovych
vyrobkil obsahujicich papriku. Pro optimalizaci mnozstvi navazky byl k izolaci DNA pouzit
lusk Cerstvé Zitavské papriky, poté byla DNA izolovana z riiznych vyrobkii mleté susené
papriky (Zitavska paprika sladka mleta, Eko paprika sladka, Eko paprika dimljena, Kalocsa
korny€ki 6rolt paprika) a smési koteni (Serious Blends) a riznych druhii pomazanek (Ajvar,
Namaz s papriko, Ljutenica, Pindjur, Piros Arany).

6.1 Optimalizace navazky pro izolaci DNA z Cerstvé papriky

Pro zji§téni optimalniho mnoZstvi navazky byla izoloviana DNA z lusku Gerstvé Zitavskeé
papriky. Nejvétsi mnozstvi DNA (27,5 — 38,5 ng pL™) bylo ziskano z navazky 300 mg.
Rozdilné koncentrace izolované DNA byly zpusobeny tim, Ze nebylo mozné vSechny
navazky rovnomérné homogenizovat. Z vétSich navazek (500 a 700 mg) se nepodafilo
izolovat vétsi mnozstvi DNA, protoze béhem homogenizace kopistem v 1,5 mL
Eppendorfovych zkumavkach vznikala péna a dochazelo k vyteceni ¢asti homogenatu.

Nukleové kyseliny maji maximum absorbance pii 260 nm, nékteré proteiny pii 280 nm.
Z poméru téchto hodnot 1ze posoudit Cistotu DNA. Dostatecné Cisty vzorek DNA mé pomér
Azsonm/Azgonm V rozmezi hodnot 1,8-2,0 [32]. DNA izolovand z lusku papriky ze vSech
testovanych navazek byla znecCiSténa proteiny. Obdobné pomér Azeonm/A2zonm Vvyjadiuje
kontaminaci vzorku polyfenoly. Rostlinny materidl obsahuje rizné polyfenolické slouceniny,
které jsou izolovany spolu s DNA. Pomér Azeonm/Az2zonm U vzorkd Cisté DNA by mél byt
v rozmezi 2,0 — 2,2.

6.2 Izolace, purifikace a amplifikace DNA z &erstvého lusku Zitavské papriky

DNA izolovana z homogenatu magnetickymi ¢asticemi nebyla dostate¢né Cista — dle
spektrofotometrické méfeni DNA obsahovala slou€eniny absorbujici pfi 230 nm,
pravdépodobné fenolické latky. Pro ¢iSténi vzorku lze pouzivat k homogenatu s roztokem
s CTAB pridavek stejného objemu extrakéni smeési chloroform:oktanol (24:1) nebo
chloroform:isoamylalkoholu (24:1). Dojde k rozdéleni smési do dvou fazi: horni fazi tvofi
vodny roztok obsahujici DNA; spodni organicka faze je tvofena chloroformem (a fenolem).
Mezi vodni a organickou fazi se nachazi mezifaze tvofend denaturovanymi proteiny a zbytky
bunéénych stén. Po extrakci smési chloroform:oktanol (24:1) byly lépe oddéleny horni a
dolni faze, horni vodné faze byla bezbarva (Obrazek 6). DNA byla izolovéna v koncentracich
19,9 — 29,3 ng-pLt. Rozdilné koncentrace izolované DNA byly pravdépodobné zpiisobeny
tim, Ze nebylo mozné vSechny vzorky rovnomérné¢ homogenizovat. Namétfena koncentrace
DNA je nizsi, neZ bez extrakci smési chloroform:oktanolu, ale tato hodnota miZe byt snizena
i men$im mnozstvim dalSich sloucenin absorbujicich pfi 260 nm. Z poméru Azeonm/A280nm
byla zjisténa cistota DNA [32]. Po srovndni DNA bez a s extrakei smési chloroform:oktanol
(24:1) byl pomér Azeonm/Azsonm stale pod optimalni hodnotou. VéEtsi zména byla u poméru

82



Azsonm/A2zonm.  Oproti vzorkli bez extrakce smési chloroform:oktanol, extrahované
homogenaty obsahovaly mnohem mensi mnozstvi fenolickych latek. Vzorek ¢.3 mél idedlni
pomér Azeonm/Azzonm. I kdyz DNA ziistala ¢asteéné zneCisténa, PCR produktu se podatilo
amplifikovat. Jako templat byla pouzita nefedéna DNA a DNA viedéni 10x a 100x.
Po porovnani amplikoni ziskanych po amplifikaci DNA izolované z homogenatu Cerstvého
plodu s pfidavkem smési chloroform:oktanol (24:1) dle spektrofotometrickych méfeni se
Cistota DNA zlepsila, ale amplikony nebyly tak intenzivni.

6.3 lzolace a amplifikace DNA z mletych suSenych vyrobku

Izolace DNA byla optimalizovana z Cerstvé papriky, optimalni mnozstvi pro izolaci byla
300 mg vzorku. Jelikoz obsah vody v mletych susenych vzorkcich je mnohem mensi nez

vvvvv

v ¢erstvém lusku, 300 mg mleté papriky bylo obtizn€ji homogenizovatelné. Proto

vvvv

byly pravdépodobné zplsobeny rozdilnym slozeni vzorkd, nebo technologickym
zpracovanim — susenim a mletim DNA byla ¢astetné degradovana [41]. Wysoky obsah
polyfenoli byl ovéfen spektrofotometricky. V souladu s literaturou, kterd udava,
ze nejbohatéjsi Casti papriky na polyfenoly je lusk a semena [50], vS§echny DNA izolované
z mletych suSenych vyrobki byly znecisténé polyfenolickymi latkami.

6.3.1 lzolace DNA z mleté Zitavské papriky

Vzhledem k tomu, ze vzorky byly homogenizovany v 2 mL Eppendorfovych zkumavkéach
a bylo pfidano vic CTAB-u, bylo pfidano mensi mnozstvi smési chloroform:oktanol (24:1).
Po extrakci a centrifugaci byla odebrana horni faze, ktera byla oranzova a viskozni. Béhem
izolace DNA magnetickymi ¢asticemi, ¢astice s navazanouDNA byly 2x promyty 70 %
ethanolem, protoze po jednom promyti Eppendorfova zkumavka byla svétle oranzova. Z 150
mg papriky byla izolovana DNA v koncentraci 34,6-37,1 ng-puL? a z300mg 62,2-
75,1 ng-uL?, coz odpovida mnozstvi papriky. Pomér Azsonm/Azsonm byl v rozmezi 1,33-1,38,
takze izolovana DNA obsahovala proteiny. Né&kolik praci se zabyva proteinovém sloZeni
papriky, napiiklad prace [51] je zaméfena na izolaci antimikrobidlnich peptidi, které byly
separovany chromatograficky a absorbovaly pti 280 nm. Dle poméru Azeonm/A230nm byla
izolovand DNA zneciSténa fenolickymi latkami [32]. Pfipadné zneciSténi fenolickymi
latkami by mohlo byt odstranéno dal$i purifikaci homogenatu. Polysacharidy zvySuji
viskozitu roztoku, viskozni chovani horni faze byla pozorovana po extrakci pii odebrani
homogenatu. Znecisténi DNA vSak neinhibovalo PCR, amplikony 700 bp byly detegovatelné
V rizné intenzité v zavislosti na mnozstvi DNA v smésich pro PCR.
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6.3.2 lzolace a amplifikace DNA z mleté Eko papriky sladké

Homogenat odebrany pro separaci DNA byl viskézni a olejovity a mél oranzovou barvu.
Magnetické castice s navdzanou DNA byly 2x promyvany 70 % ethanolem. Byla izolovana
DNA vhodné odlisnych koncentracich vrozmezi 14,6-87,4 ng-uLt. Velké rozdily
V izolovaném mnozstvi DNA mohlo byt zptisobeno tim, Ze béhem izolace DNA navazané na
magnetickych &asticich nelze odebrat stejné mnozstvi ¢astic. Castice sedimentuji rychle a
smés pred kazdém odebrani se musi potiepat. Pomér Azeonm/Azsonm byl v rozmezi 1,29-1,46,
to znamena, ze DNA je zneCiSténa proteiny. Pomér Azsonm/A2zonm byl v rozmezi 0,78-1,59,
coz mohlo byt zptuisobeno zne¢isténim fenolickymi latkami. Viskozni chovani homogenétu je
typickym znakem polysacharidii. Kazdopadné po amplifikaci s primery F 18S a R 5.8S
nejlépe se amplifikovaly DNA, které mély nejvyssi koncentraci. Vzorky 100x fedéné DNA
se neamplifikovaly, pravdépodobné byla nizkéd koncentrace znecisténé DNA, kterd
nepostacovala pro reakci. Detekce amplikonil byla obtizna i z divodl vznikajicich Smouh,
které neumoziovaly vizualizaci mén¢ intenzivnich amplikont. Divodem vznikajicich Smouh
mohla byt amplifikace ¢astecné degradované DNA.

6.3.3 lzolace DNA z mleté Eko papriky dimljena (uzend)

Homogenat pfipraveny z navazek 150 mg odebrany pro separaci DNA byl viskozni a
olejovity a mél hnédou barvu. Magnetické ¢astice s navazanou DNA byly 2x promyty 70 %
ethanolem. DNA byla izolovana v koncentracich v rozmezi 27,0-44,6 ng-uL? a byla
zneci$téna. Pomér Azeonm/Azsonm byl vrozmezi 1,31-1,40, coz miZe znalit zneCisténi
proteiny. Pomér Azsonm/A2zonm byl vrozmezi 0,72-0,98, coz muze znadit zneCiSténi
fenolickymi slou¢eninami. Vzhledem k tomu, Ze homogenat byl viskézni, polysacharidy byly
pravdépodobné izolovany spolu s DNA. Extrahované olejové kapky, které ztstaly v horni
fazi také zvySovaly viskozitu DNA [52]. Bé&hem uzeni papriky vznikaji rtizné slouceny jako
napf. polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), které mohou ovlivnit 1 absorb¢ni spektrum
v UV oblasti. K amplifikaci byly pouzity primery F 18S a R 5.8, ale DNA se
neamplifikovala. Proto byla izolovdna DNA znovu ve c¢tyfech opakovéanich z homogenath
ptecisténych pifesrdZenim isopropanolem. Sediment po promyvéani ethanolem mél svétle
hnédou barvu. DNA byla izolovana v koncentracich v rozmezi 11,1-25,8 ng-uL? a byla
zneCiSténa. Pomér Azeonm/Azgonm byl v rozmezi 1,44-2,19, coz muZe znalit znecisténi
proteiny. Pomér Azsonm/A2zonm byl vrozmezi 0,62-0,90, coz muze znacit zneCiSténi
fenolickymi slou¢eninami.

DNA byla amplifikovana s pouzitim primertt F 18S a R 5.8 ale DNA se neamplifikovala.
V literatuie byl studovan mutagenni vliv PAU na DNA. Tyto slouceniny inhibuji funkci
nékterych enzymi, jako napft. funkci polymerasy. Izolovand DNA muze byt degradovana
behem vyroby, kdy paprika je zahfivanid. Rovnéz slouceniny vznikajici béhem uzeni mohou
poskodit DNA [53, 54]. Byla stanovena mnoZstvi PAU v rliznych tradi€nich uzenych
potravinach, mezi kterymi tradiéni Spanélskd uzena paprika Pimenton de la Vera méla
nejvyssi hodnoty [54]. Z vyse uvedenych diivodl jsme predpokladali degradaci DNA, a proto
byly k amplifikaci pouzity primery F_26S a R_26S. Amplikony maji délku 220 bp. V ptipadé
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degradace DNA je amplifikace kratSich tiseku pravdépodobnéjsi, nez amplifikace tseku
700 bp. DNA se amplifikovala, kromé specifickych produkti vznikalyi i nespecifické
produkty.

6.3.4 lzolace DNA z mleté Kalocsa kornyéki érolt papriky (uzend)

Homogenat pfipraveny znavazky 150 mg odebrany pro separaci DNA byl viskdzni a
olejovity a m¢l tmavé oranzovou barvu. Magnetické Castice s navazanou DNA byly 2x
promyty 70 % ethanolem. DNA byla izolovana v koncentracich v rozmezi 25,3-44,2 ng-pL™.
Pomér Azeonm/Azgonm by Vv rozmezi 1,44-1,52, coz muze znacit mirné zne€isténi proteiny.
Pomér Azeonm/Az2zonm byl v rozmezi 0,80-0,98, coz muze znalit znecisténi fenolickymi
slouceninami. Vzhledem ktomu, Ze homogenat byl viskozni, polysacharidy byly
pravdépodobné izolovany spolu s DNA. Béhem uzeni papriky vznikaji rizné slouceny jako
napi. polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), které mohou ovlivnit i absorpcni
spektrum. aVzorky DNA byly amplifikovany s primery F_18S a R_5.8. Detegované
amplikony byly vétSinou u nefedénych vzorki DNA.byly jenom slabé nebo velmi slabé
intenzity. Detekce amplikonii byla obtizné i z divodd vznikajicich Smouh, které
neumoznovaly vizualizaci méné intenzivnich amplikonli. Divodem vznikajicich Smouh
muze byt casteCna degradace DNA. Izolovand DNA mohla byt degradovana béhem
zpracovani, kdy vzorek je zahiivan, nebo slouc¢eniny vznikajici béhem uzeni mohou poskodit
DNA (napt. PAU) [53, 54]. V tomto ptipadé degradace nebyla az tak intenzivni, jak u Eko
papriky dimljena; templatova DNA byla dostate¢n¢ intaktni pro amplifikaci delSich tseku
DNA (700 bp).

6.3.5 lzoace DNA ze Serious Blends

Vyrobek je smés susené zeleniny (paprika, cesnek, cibule, pept) a soli. SuSend zelenina a stl
tvofi nehomogenni smés, hrubé velké ¢astice nebylo mozné rovnomérné homogenizovat
kopistem. Homogenat byl slabé oranzovy. Magnetické ¢astice s navazanou DNA byly 2x
promyty 70 % ethanolem. DNA byla izolovana v koncentraci 14,0-29,1 ng-pL?. Pomér
Azsonm/Azgonm byl v rozmezi 1,27-1,44, coz muze znalit zneéisténi proteiny. Pomér
Az6onm/A230nm byl v rozmezi 0,96-1,54, coz mize znacit znecisténi fenolickymi slou¢eninami.
Homogenat nebyl viskozni jak ostatni mleté susené produkty, pravdépodobné nebylo spolu
S DNA izolovano vétsi mnozstvi polysacharidi. Kromé papriky 1 ostatni slozky smési —
¢esnek 1 cibule jsou bohatymi zdroji fenolickych sloucenin. Pomoci primerd F_18S a R _5.8S
byly amplifikovany vSechny vzorky izolované DNA. Vzhledem k tomu, ze z ostatnich
mletych susenych vyrobkt, které obsahovaly jenom papriku, izolovand DNA byla obtizné
amplifikovatelna. Lze pfedpokladat, ze rostlinna DNA, ktera se amplifikovala byla izolovana
hlavné z ¢esneku a cibule.
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6.4 lzolace DNA z potravin obsahujicich papriku

Pro izolaci DNA z potravin obsahujicich papriku byly navazeny vzorky po 150 nebo 300 mg.
Obsah papriky ve vyrobcich byla v rozmezi 48-87 %. Pii odbéru vzorki byla snaha
odseparovat kousky papriky od ostatnich slozek tak, aby izolovana DNA byla opravdu
Z papriky. Vyrobky dle slozeni (Tabulka 1) obsahovaly fadu latek, které by mohly
komplikovat izolaci a amplifikaci. Proto pfed separaci magnetickymi casticemi byl
homogenat presrazen isopropanolem a sediment 2x oplachnut ethanolem. Sediment byl bily
diky ptitomnosti soli. VSechny analyzované potraviny obsahovaly organickou kyselinu — bud’
kyselinu octovou nebo citrénovou. Kromé paprikové pasty Piros Arany vSechny potraviny
byly tepeln¢ zpravovany pasteraci, v nékterych vyrobcich (Pindjur a Ajvar) paprika byla i
pecend. Z tohoto diivodu byla ptredpoklddand degradace DNA. DNA byla amplifikovana
pomoci primerd F_26S a R _26S (produkt PCR o velikosti 220 bp).

6.4.1 lzolace DNA z pomazanky Namaz

DNA byla izolovana v rozmezi 8,5-19,4 ng-pLt. Pomér Azeonm/Azsonm byl v rozmezi 1,32-
1,38, coz svéd¢i znecisténi proteiny. Pomér Azsonm/A2zonm byl v rozmezi 0,97-1,19, coz svédc¢i
znedisténi fenolickymi slou¢eninami. Na rozdil od mleté papriky homogenéat nebyl viskozni.
Pravdépodobné sniz§im obsahem bunék bylo koextrahovdno i mens$i mnozstvi
polysacharidli, které nezahustily homogenat. Kromé sekundarnich metaboliti papriky
potravina obsahovala i dal$i slozky bohaté na polyfenoly jako jsou hot¢ice [55], kofeni [56] a
riboflaviny [57] absorbujici v UV oblasti [58]. DNA byla amplifikovana pomoci primert
F 26S aR 26S; intenzita amplikont odpovidala koncentraci v PCR smési.

6.4.2 lzolace DNA z pomazanky Pindjur

DNA byla izolovana v rozmezi 35,3-125,2 ng-pL™. Pomér Azeonm/Azsonm byl v rozmezi 1,37-
1,73, coz svéd¢i o slabsim znecisténi proteiny. Pomeér A2eonm/A230nm byl v rozmezi 1,14-2,14,
coz mize znaCit mirné zneciSténi fenolickymi slou¢eninami. Kromé pasterace vyrobkd,
paprika byla pecend, coz mohlo vést k degradaci DNA. Pro amplifikaci s primery F _26S a
R_268S byla pouzita DNA o nejvyssi koncentraci a Cistotou (Azeonm/A2gonm = 1,73). Po detekci
nejméné intenzivni amplikony nefedénd DNA. Dle doporuceni firmy NEB [59] optimalni
mnozstvi templatové DNA v PCR smési je vrozmezi 1ng-lpg, takZze relativné vysoka
koncentrace DNA by neméla inhibovat amplifikaci — nespecifické produkty nebyly
detegovany. Pravdépodobné¢ DNA obsahovala inhibitory PCR, které byly vyfedény spolu s
DNA.

6.4.3 lzolace DNA z pomazanky Ljutenica

DNA byla izolovana v rozmezi 5,6-12,6 ng-pL™t. Pomér Azeonm/Azsonm byl v rozmezi 1,42-
1,64, coz muze znacit zne€isténi proteiny. Pomér Azeonm/A230nm byle v rozmezi 1,20-1,76, coz
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muze sveédCit o mirném zneciSténi fenolickymi slou¢eninami. Kromé pasterace vyrobku
paprika byla pecend, coz je technologicky postup, ktery mize dale degradovat DNA. Pro
amplifikaci s primery F_26S a R_26S byly detegovany amplikony. Intenzita amplikont
odpovidala mnozstvi DNA ve smési PCR. Stejnad intenzita amplikonii byla detegovana po
amplifikaci nefedénych a 10x fedénych vzorki DNA; nejmensi intenzita byla u 100x
fedénych vzorki DNA.

6.4.4 lzolace DNA z pomazanky Ajvar

Mletou kaSovitou papriku se nepodafilo odseparovat od ostatnich slozekpomazéanky,
piedevsim od lilku. DNA byla izolovana v rozmezi 14,3-23,3 ng-pL*. Pomér Azeonm/A2sonm
byl vrozmezi 1,28-14,2, coz muize znadit zneCisténi proteiny. Pomér Azeonm/A2z0nm byl
v rozmezi 1,17-1,63, coz mize znaéit mirné zne€isténi fenolickymi slou¢eninami. Kromé
pasterace vyrobkil, paprika byla pe¢ena a mletd, coz mize dale degradovat DNA. DNA byla
amplifikovana s primery F 26S a R _26S. Intenzita amplikonil po vizualizaci na gelu byla
nizkd. Krom¢& amplikonii byly vizualizovany $Smouhy. To mohlo byt zptisobeno silnou
degradaci DNA béhem zpracovani, navic vyrobek mél proslou lhiitu spotieby.

6.4.5 lzolace DNA z pomazéanky Piros Arany

DNA byla izolovana v rozmezi 11,8-48,9 ng-pL™t. Pomér Azsonm/Azsonm V rozmezi 1,38-1,83,
coz muze znacit zne€isténi proteiny. Pomér Azgonm/Az3onm byl v rozmezi 0,60-3,57, coz muze
znacit zneCiSténi fenolickymi slou¢eninami. Vyrobek nebyl tepelné oSetfen, jenom
mechanicky homogenizovany. Trvanlivost byla ziskana ptidanim soli (11,5 %)-a jako
konzervant byl pouzit sorbat draselny. Absorpéni spektrum mohlo byt ovlivnén obsahem
sorbéatu, ktery absorbuje v UV oblasti svétla [60]. DNA byla amplifikovana s primery F_26S
a R 268S. Intenzita vizualizovanych amplikonid byla hodné odlisnd, vétSinou fedénd DNA se
amplifikovala intenzivnéji. To miiZze byt znakem pfitomnosti inhibitort.

6.5 Sekvenovani klonii PCR produkti z Zitavské papriky

Po transformaci byly selektovany transformanty, které ptijaly vektor pDRIVE. Béhem ligace
amplikont do vektoru se narusuje integrita genu lacZ’. Tento gen koduje ¢ast enzymu f3-
galaktosidasu a je syntetizovan jenom bunikami, které ziskaly nerekombinantni plasmid a
tvofi modré kolonie. Bilé kolonie s rekombinantnim plasmidem maji naruSenou integritu
lacZ'genu a nejsou schopny produkovat enzym B-galaktosidasu, a proto nevznika modry
produkt. Do smési pro PCR byla odebrana jedna bil4 kolonie Spi¢kou pipety tak aby nebyl
odebran agar. V prubéhu denaturace doSlo k uvolnéni DNA z bakterii a k amplifikaci
plasmidové DNA. Dle vysledk PCR pozadovanou délku amplikont mélo jenom 5 vzork ze
7 bilych kolonii (Obrézek 26). Amplikony z modré kolonie mély mnohem kratsi délku (coz
bylo o¢ekavané). Dva klony (drahy 5 a 6 gelu), jejichz amplikony mély neocekavanou
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velikost, piestoze pochazely zbilych kolonii, interpretujeme jako zmutované nebo
deletované a dale jsme se jimi nezabyvali.

Po sekvencovani amplikoni 700 bp a 400 bp* byly nalezené sekvence porovnany
s nukleotidovou databdzi GenBank on line. Dle miry podobnosti byl zkonstruovan
fylogeneticky strom. Skute¢né tii klony ze sedmi (43%) odpovidaly sekvenci ITS1 Capsicum
annum podle umisténi na stejné vétvi jako referencni sekvence na fylogenetickém stromu
(Obréazek 28). Ctyii klony (57%) byly jen vzdalené ptibuzné C. annum. MuZe se jednat o
kontaminaci vzniklou v prubé¢hu izolace DNA a PCR. Avsak negativni kontrola
neposkytovala zadny signal na gelu, coZz by mohlo ukazovat na skute¢nost, Ze jsme v préaci
postupovali &isté. Mohlo by se tedy jednat o DNA pochazejici ze Zitavské papriky a tedy, ze
potravinovany produkt obsahuje kromé papriky (Capsicum annum) jesté dalsi blize
nespecifikovany rostlinny druh, resp. DNA pochézejici z ng;.

*DNA izolovana z riiznych zdroji Zitavské papriky byla amplifikovana s primery Zdf 18S a
Zdr_5.8S (amplikony o délce 350 bp). Amplikony byly detegovany bez jakychkoliv $mouh.
Problémem u téchto primera byla negativni kontrola, ve které i po opakované amplifikaci byl
detegovan slaby produkt PCR. Tento problém byl vyfeSen kombinaci priméra Zdf 18S a
R_5.8S (amplikony o délce 400 bp). Vedle amplikonti z DNA Zitavské papriky a pozitivnich
kontrol nebyly detegovany produkty PCR v negativni kontroly.

6.6 Kontrola intaktnosti izolované DNA

DNA izolovéana z mleté Zitavské papriky se neamplifikovala s primery F_18S a R_5.8S. Byla
proto kontrolovana degradace DNA. Vznikajici Smouha na gelu ukézala, Zze DNA je
degradovana. Kontrolni DNA z lusku mrazené Zitavské papriky byla degradovani méng.
Amplikony z mrazeného lusku papriky nebyly intenzivni, ale byly detegovatelné. Spolecnym
problémem pii amplifikaci DNA z mleté papriky a z mrazené papriky byl vznik $mouhy. Dle
riznych publikaci bylo zjiSténo, ze mleté papriky a rlizné koteni jsou kontaminovany
bakteriemi [61] a plisnémi [62, 63] produkujici nukleasy, které mizou degradovat DNA. Dle
spektrofotometrické méfeni DNA izolovana bez pouziti magnetickych c¢astic dle poméru
Az60nm/Azsonm obsahovala malé mnozstvi proteinti. Dle poméru Az2eonm/A23onm vSechny vzorky
obsahovaly fenolické latky. Nejvétsi mnozstvi DNA bylo izolovano z mleté papriky bez
magnetickych ¢&astic, ale dle pomé&rt Azsonm/Azeonm @ Azeonm/Azzonm tato DNA obsahovala
nejvétsi mnozstvi kontaminanta.

6.7 Ovéreni specifity produkti PCR (350 bp a 400 bp)

Restriktasami byly $§tépeny amplikony piimo bez piedchazejici purifikace. Z pouzitych
restriktas se amplikony §tépily jenom enzymem Sau3Al, ostatni enzymy amplikony nestépily
ani po $tépeni pres noc. Enzymem Sau3Al byl stépen produkty PCR o délce 350 bp a 400 bp.
Porovnanim s nestépenymi amplikony lze vidét zkraceni puvodni délky amplikond a
objeveni kratkych amplikonti o délce 50 bp.
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7. ZAVER

Bylo ukazano, ze metoda mikroizolace DNA pomoci magnetickych mikroc¢astic z potravin s
obsahem rostlinného materidlu je vhodnd pro analyzu testovanych vzorkd potravin.
Spektrofotometricky bylo zjisténo, ze DNA i kdyz obsahovala kontaminujici pfimésy se
amplifikovala v  PCR. U n¢kterych potravinovych vyrobkii se neamplifikovala DNA
sprimery F_18S a R 5.8S (amplikony o délce 700 bp, protoze pravdépodobné v disledku
technologické zpracovani byla izolovdna v degradované form¢). U téchto vyrobkd se
podatilo 1 amplifikovan kratsi isek dlouhy 220 bp pomoci primera F 26S a R 26S.
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IZOLACE DNA Z VYBRANYCH ZELENINOVYCH VYROBKU
(PAPRIKA)

Bc. Sabina Goghova
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Izolace DNA z komplexnich vzorki potravin rostlinného ptivodu je ¢asto obtizna. Rostlinna
pletiva jsou bohatd na proteiny, polysacharidy a sekundarni metabolity, coZ jsou zdroje
interferujicich latek, které mohou byt izolovany spolu s DNA. Technologické zpracovani
potravin mize dale komplikovat izolaci DNA v kvalit¢ vhodné pro dalsi praci. Prace se
zabyvala izolaci DNA v kvalit¢ pro PCR ze zeleninovych vyrobkl obsahujicich papriku
(Capsicum annum). DNA byla izolovana z péti vzorkti mletych susenych paprik a z péti
vyrobkil obsahujicich papriku. Vzorky byly homogenizovany V lyza¢nim pufru s CTAB
a poté byla DNA extrahovana do vodné faze ptidavkem stejného objemu smési chloroform-
oktanol (24:1). Z homogenatii byla izolovana DNA pomoci magnetickych ¢astic PGMA
s karboxylovymi  funkénimi skupinami. Kvalita a kvantita DNA byla stanovena
spektrofotometricky a ovétena metodou PCR s primery specifickymi pro rostlinnou rDNA.
Kvalita izolované DNA se liSila v zavislosti na technologickém zpracovéani vyrobki. DNA
izolovana z uzené mleté papriky a z tepelné oSetienych vyrobku (s vyjimkou jednoho
vyrobku) byla degradovana a amplifikovala se jen s primery F_26S a R_26S (produkt PCR
0 velikosti 220 bp) na rozdil od primerd F 18S a R _5.8S (produkt PCR 700 bp). DNA
izolované z dalSich potravinovych vyrobkt se amplifikovaly s primery F_18S a R_5.8S
(produkt PCR 700 bp). PCR produkt z jedné mleté papriky (Zitavska paprika) byl klonovan
a sekvencovan. Porovnanim sekvenci s nukleotidovou databazi GenBank bylo zjisténo,
ze n¢které klony skuteéné odpovidaji sekvencim Capsicum annum. AvSak vyskytly se
i klony, jejichz sekvence neodpovidala paprice ani zadné sekvenci v databédzi. Znamena to,
ze potravinové produkty pochazeji zjedné suroviny mohou obsahovat DNA z vice
biologickych druhi.
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