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ABSTRAKT

Ptedlozena diplomova prace je zaméfena na stanoveni autenticity ovocnych vyziv ur¢enych
pro ranou détskou vyzivu pomoci molekularnich metod. V experimentalni ¢asti byla provedena
pomoci kitu izolace rostlinné DNA zovoce (jahoda, meruiika, malina, jablko) a z Sesti
komer¢nich vyrobkt pro déti. Izolovana DNA byla charakterizovana a ovéfena metodou PCR
s primery specifickymi pro rostlinnou rDNA (ITS2). Byly vybrany specifické pary primer
pro amplifikaci DNA z jednoho ovocného druhu. Specificnost primeru byla hodnocena
u ¢tyfech ovocnych druhti. Ke stanoveni citlivosti testu multiplex PCR byla pouzita smés
ovocného pyré ze dvou plodu. Aby byla ovéiena pouzitelnost navrhnuté multiplex PCR, bylo
analyzovano pomoci této metody Sest ovocnych komer¢nich vyrobkl. Predkladand metodika
detekce ovoce pomoci qPCR a multiplex-qPCR (duplex) zahrnuje takové metodické piistupy,
které umoznuji diagnostikovat dva druhy ovoce (jahoda-malina, merunka-jablko) v jedné
reakci, ¢imz snizuji ekonomické i ¢asové naroky potiebné pro detekci.

ABSTRACT

The aim of presented diploma thesis was to determination of authenticity of fruit baby foods
for early infant feeding using molecular methods. In the experimental part, isolation kit was
used for isolation of plant DNA from fruits (strawberry, apricot, raspberry, apple) and from six
commercial fruit products for children. Isolated DNA was characterized and verified using PCR
methods with primers specific for plant rDNA (ITS2). Specific primer pairs were designed to
amplify DNA for the detection of one fruit species. Primer specificity was assessed with four
fruit species. A mixture of fruit puree from the two fruits was used to determine the sensitivity
of the multiplex PCR assay. Six commercial fruit products were evaluated to verify the
applicability of the multiplex PCR assay. The methodology of molecular detection of fruit DNA
by qPCR and multiplex qPCR (duplex) includes approaches, which enable to detect two fruits
(strawberry-raspberry, apricot-apple) in one reaction and thus reduces time and money
requirements.
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1 UVOD

Problematika falSovani surovin, které vstupuji do koneénych potravinarskych vyrobki je
tady od dob, kdy tyto produkty zacaly byt vyrabény za ucelem prodeje. Z historickych texta
jsou znamy piipady falSovani potravin i tresty, které za takové Ciny hrozily. Za zakladatele
analytickych postupti detekce falSovani potravin je povazovan britsky chemik némeckého
puvodu Fridrich Accum. Ten v roce 1820 publikoval dilo s nazvem Pojednani o falSovani
potravin a kulinafskych otravach. Hlavnim problémem jsou piedevSim falSované vyrobky,
u kterych nejde jen o Sizeni spotiebitele, ale které by mohly ohrozit jeho zdravi a zivot.
Znamym prikladem je tfeba metanolova aféra, ktera u nas prob¢hla v roce 2012. Proto je nutné
zajistit kontrolu kvality potravin, diky které bude ovéfena bezpecnost a autenticnost dostupnych
produktii, a také spravné informovat spotiebitele o sloZzeni a ptivodu dostupnych produkti [1],

2].

V prvnich letech zivota ditéte je velmi dilezita kvalitni a vyvazena strava, ktera ovliviiuje
jeho fyzicky i psychicky riist a vyvoj. Pocate¢ni a pokracovaci kojenecka vyziva a vyziva
malych déti spada do potravin uréenych pro zvlastni vyzivu. JejichZ sloZeni je velmi piisné
regulovano a sledovéano statnimi autoritami. Pro dit¢ od 6 mésict do 3 let je jidelnicek dosti
omezeny, a proto muze byt naptiklad ovocné pyré dobrym zdrojem energie, zakladnich zivin,
vitamind, minerali a vldkniny. Potraviny na rostlinné bazi jsou pro dit¢ snadno stravitelné
a mimo jiné nabizeji vysoké mnoZzstvi zivin [3], [4].

Komer¢ni ovocna détska vyziva je konzervovany produkt, jehoz zakladni slozkou je ovocné
pyré z jednoho nebo vice druhli ovoce, voda a cukr. Dal§imi ptisadami mohou byt zahust'ovadla
a antioxidanty. Mezi zakladni faktory ovliviiujici vyzivovou hodnotu détskych vyziv patii:
mnozstvi, typ a kvalita pouzitého ovoce a podminky jeho zpracovani. Tepelnym zpracovanim
jako je naptiklad sterilizace, se snizuje obsah karotenoidl a vitamind rozpustnych ve vodé.
Ovoce je nejdrazsi surovinou ovocné piesnidavky, a proto je nejpohodlné;si pro falSovani.
Muze byt caste¢né nahrazeno bud’ levnéj$imi ingrediencemi, jinym druhem levnégj$iho ovoce,
cukrem, jinym rostlinnym materidlem, nebo pfidanim vice umélych aditiv. Pro detekci téchto
typi potravinového falSovani uz existuji zavedené metody, jako jsou: vysokoucinnd kapalinova
chromatografie (HPLC) nebo chemometrické metody. Zajimavou alternativu k pfedchozim
metodam piedstavuji molekularni metody, kam patii PCR, umoziujici kvantitativni
1 kvalitativni analyzu s vysokou specificitou. Diky nim se da odliSit neimyslna kontaminace
od pravdépodobné¢ imysIného falSovani [2], [4], [S], [6].

Cilem této prace byl vybér vhodnych druhové specifickych primerit pro jahodu, malinu,
jablko a merunku. DalSim cilem bylo zavést multiplex qPCR-HRM, umoziujici rychly
a jednoduchy dikaz pouzitych druhli ovoce v détskych presnidavkach. Dale byla porovnana
ucinnost molekularné biologické metody a instrumentalni metody pii stanoveni autenticity
potravin. Nakonec zde byla snaha o vytvofeni levnéj$i molekularné biologické metody, nez je
multiplex PCR s fluorescen¢nimi sondami.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Détské vyzivy

Jak uz bylo zminéno v tvodu, détské ovocné vyzivy se skladaji z ovoce, cukru, vody
a dalSich libovolnych ptisad. Existuji rozdily mezi jednotlivymi détskymi vyzivami, kdy
nekteré obsahuji pouze ovocné pyré a jiné se liSi vyznamnym mnozstvim cukru, vody
a Skrobem, ktery slouzi jako plnivo. Nutri¢ni hodnota ovocnych vyziv zavisi na slozeni, tedy
na typu a mnozstvi Cerstvé suroviny, ze které jsou vyrobeny. Nutri¢ni hodnotu také ovliviiuji
podminky zpracovéni. K faktorim, které mohou snizit obsah zivin v produktu, patii oxidace,
pritomnost kontaminanti (kovy nebo migrujici molekuly zobalu) nebo neenzymatické
hnédnuti. Tyto reakce jsou obvykle ovlivnény zahiivanim. Pfi vyrob¢ détské vyzivy mize dojit
k poskozeni ovoce béhem blansirovani, varu, pasterizace, sterilizace, ale také kvuli Spatnym
skladovacim podminkam [4].

Krom¢ energie, kterd je ziskana z cukri a polysacharidii, obsahuje vlakninu, vitamin C,
polyfenoly a dalsi zdroje antioxidantd. U komer¢nich détskych vyziv je dobré se vyvarovat téch
s pfidanym cukrem, protoze chuté a preference, které se vytvoii u kojenct, ovlivni preference
potravin v dospélosti [4], [7].

Détské vyzivy mohou byt také oznadovany za détské piikrmy nebo piesnidavky. Radime je
do pocatecni a pokracovaci kojenecké vyzivy a do vyzivy malych déti. Tyto kategorie spadaji
pod vyhlasku ¢. 54/2004 Sb. o potravinach urcenych pro zvlastni vyzivu a o zpiisobu jejich
vyuziti. Podle ni musi splilovat rtizné pozadavky jako: maximdlni rezidua pesticidu,
mikrobiologické pozadavky, obsah pouze schvalenych aditiv a spravné znaceni vyrobku.
V détskych vyzivach nejsou povoleny zadné chemické konzervacni latky, uméld barviva
a prichuté [3], [4].

Kojenci nedokdzou travit vétsinu jidla do 4.-6. mésice. Idedlni doba na zacatek prikrmovani
pevnou stravou je proto okolo ukonceného 6. mésice u pln¢ kojenych kojenct (u kojencti
krmenych umélym mlékem od ukonéeného 4. mésice). Jelikoz nékteré piikrmy maji pevnou
konzistenci, tak kromé véku ditéte se musi zohlednit i1 jeho dovednosti a dosazeny vyvoj. Dité
by mélo umét sedét na vysoké zidli, oteviit usta, kdyz je krmite a toto jidlo poté i spolknout.
Prvni piikrmy by mély byt tekuté podobné jako matetské mléko. Ovocné vyzivy se doporucuje
zatazovat aZ po téch zeleninovych kvili tomu, aby ditéte neocekavalo, Ze kazdé jidlo bude
chutnat sladce a poté zeleninu s méné vyraznou chuti neodmitalo [7], [8].

Kojenci nemaji schopnost G¢inné travit fruktéozu. Ovoce vhodné na zacatek prikrmi jsou:
jablko, banan, hruSka, meruiika, broskev, bluma (Svestka) a na pozdé;ji je tfeba nechat jahody,
maliny, citrusové plody a exotické ovoce. Ovoce s vysokym obsahem vlakniny je nutné
davkovat s rozvahou, protoze miize u déti zpisobovat prijem. Od jednoho roku véku mohou
déti jist Cerstvé ovoce a také avokado. [7], [8].

2.2 Ovoce vhodné pro vyrobu détskych vyziv

V ptedchozi kapitole bylo zminéno ovoce, které je vhodné pro ptipravu détskych vyziv.
Ovoce pouzivané do détskych presnidavek mize byt jablko, hruska, banan, merutka, broskev,
nektarinky, Svestka, bluma, viSen, tfesSen, jahody, maliny, borGvky, mango, mandarinky,
ostruZzina, ¢erny rybiz, vinnd réva, maracuja atd. VéEtSina pouzivaného ovoce, které roste u nés
v mirném pasu, je fazena do Celedi riZovité, kterou si bliZze rozebereme. Do této Celedi u nas
rostouciho ovoce ale nezarazujeme brusnici bortivku, révu vinnou nebo rybiz ¢erny.



Celed’ rizovité (Rosaceae) zahrnuje n&které z nejznaméjsich okrasnych a jedlych ovocnych
rostlin v mirném pasu. Obsahuje celkem cCtyfi podceledi, a to: tavolnikové (Spiraeoideae),
ruzové (Rosoideae), mandlonovité (Amygdaloideae) a jablonovité (Maloideae). Tyto podceledi
jsou slozeny z vice nez 90 rodu a nachdzi se v nich asi 2500 druhti. Taxonomické rozdéleni
a Ctyti blize rozebrané rody jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 1). Zastupci z téchto
uvedenych rodi jsou blize popsany v nasledujicich podkapitolach [9], [10], [11].

Ruizovité se vyskytuji v severnim mirném pasu, kam patii i Ceska republika. N&kteti zastupci
této Celedi jsou potravinaiské plodiny, kdy se vyuzivaji plody téchto rostlin. Patii sem napf.
hrusky, jablka, tfe$né, meruniky, jahody, maliny, mandle ale naptiklad i raze, které se péstuji
jako okrasné rostliny. Jablka tvofi asi polovinu produkce ovocnych stromti v mirném podnebi.
[10], [11].

Tabulka 1 — Taxonomicke rozdéleni rostlin [9]

Rige ‘
rostliny (Plantae)
Oddéleni |
rostlinny krytosemenné (Magnoliophyta)
Tiida |
vyssi dvoudélozné rostliny (Rosopsida)
Rad |
rizotvaré (Rosales)
Celed ‘
razovité (Rosaceae)
Rod
jahodnik slivon ostruzinik jablon
(Fragaria) (Prunus) (Rubus) (Malus Mill)

2.2.1 Jahodnik velkoplody (Fragaria x ananassa)

Jedna se o jeden z nepouzivanéjSich druhii ovoce na svéte, at’ uz ve formé Cerstvého ovoce,
zpracovan¢ho v produktech (détska vyziva) nebo jako potravinové dopliky. Nepravym plodem
jahodniku je jahoda, coz je souplodi naZek, nachazejici se na zduznatélém kvétnim lhzku
jahodniku [12], [13].

Moderné péstovana jahoda se velmi lisi od divokych druht napfiklad tim, Ze méd mnohem
vétsi ovoce. Jahodnik velkoplody je oktoploidni mezidruhovy hybrid, ktery byl vyslechtén
v 18. stoleti a pravdépodobné vznikl pfirozenou hybridizaci mezi F. virginiana L. a F. chiloensis
Duch. [11], [14].



Jahody obsahuji velké mnozstvi vody a to az 90 %. Uéinné latky jahodniku jsou tiisloviny,
kam patii ellagitaniny a oligomerni proanthokyanidiny, kyseliny jable¢na a salicylova, derivaty
kyseliny kédvové, vitaminy (vitamin C, B3, B5), minerélni latky (draslik, fosfor, vapnik), stopy
¢éterického oleje a flavonoidy. Mezi hlavni slouceniny s antioxida¢nimi vlastnostmi patii
kyselina ellagova a nékteré flavonoidy (antokyany, proantokyaniny, katechin a isokatechin).
Tyto slouceniny dodavaji plodiim jahodniku typickou ¢ervenou barvu, chut’ a slouzi také jako
antioxidant [15], [16], [17], [18].

2.2.2 Meruika obecna (Prunus armeniaca)

Meruiika patii do rodu Prunus (slivonl), tento rod zahrnuje také tfesné, broskve a Svestky.
Meruiiky jsou duznaté plody, které patii mezi jednoplodolistové peckovice. Pochazi
pravdépodobné z Ciny a jsou péstovany v mirngj§im podnebi po celém svétd. Vétsina svétoveé
produkce, coz odpovida vice nez 80 % je omezena na sttedomotské klima napft. Turecko, Italie,
Iran, Spanélsko atd. Meruiiky vykazuji antioxida¢ni aktivitu Zadouci pro lidské zdravi,
ale pfi jejich konzumaci je nutné brat v potaz, ze semena merunky obsahuji kyanogenni
glykosid amygdalin, u kterého hrozi otrava kyanovodikem [13], [17], [19], [20] .

Merunkové duzina obsahuje 72 az 92 % vody, je bohatd na polysacharidy (hlavné sacharosu),
mastné kyseliny, derivaty sterolu, karotenoidy (karoteny), kyanogenni glykosidy, kyseliny,
polyfenoly a tékavé latky. Dale je zdrojem vitamini (provitamin A, vitaminy C a B)
a mineralnich latek (draslik, fosfor a vapnik). Celkovy obsah karotenoidii se pohybuje
mezi 1,5 a 16,5 mg/100 g. Z fenolickych latek jsou zastoupeny hlavné kyseliny chlorogenova,
neochlorogenova, rutin, katechin a epikatechin [15], [19], [21], [20].

2.2.3 Ostruzinik malinik (Rubus idaeus)

Maliny patii do rodu Rubus, kam jsou fazeny také ostruziny. Nepravym plodem ostruziniku
jsou maliny a jedna se o souplodi peckovic [11], [13].

V listech maliniku se vyskytuji jako ucinné latky tfisloviny, a to ellagitaniny a gallotaniny,
vitamin C a flavonoidy. Maliny obsahuji 84 % vody a dal$i zakladni slozky jsou uvedeny
v tabulce (Tabulka 2). Kromé& toho se v plodech nachazi vitaminy (vitaminy C, E a B3),
mineralni latky (draslik, fosfor), glykosidy barviv, ovocné kyseliny (napf. jablecnd, vinna,
citronova atd.) a asi 100 aromatickych latek. Jsou také bohatym zdrojem fenolickych sloucenin,
kdy se celkovy obsah fenoli v zralych malinach pohybuje od 1137 do 29 900 mg na kilogram
cerstvych plodi vyjadienych jako ekvivalent kyseliny gallové. Nejvice zastoupenymi
polyfenoly jsou antokyaniny, flavonoly a jejich konjugaty, ellagova kyselina a jeji derivaty [15],
[17], [22].

Celkovy obsah flavonoidti se pohybuje mezi 842 a 1034 mg na kilogram cerstvych ploda
vyjadirené jako ekvivalent katechinu. Nejvice zastoupenymi flavonoidy jsou zde flavonoly
a jejich konjugaty [22].

2.2.4 Jablon (Mallus sp.)

Jablon patii do podceledi jablonovité (Maloideae) a rodu Malus (jabloii). Jablko je nepravym
plodem (malvice) jabloné. Jednd se o jadrové ovoce, coZ znamend, ze ma jadiinec. Bylo
pojmenovano vice nez 6 500 jablecnych odriid, ale jen velmi malo je jich dostupnych
v supermarketech. Piivodem jsou pravdépodobné ze zapadni Asie [11], [13].
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Jablka jsou tvotena piiblizné ze 79 % vodou a dalsi zakladni slozky jsou uvedeny v tabulce
(Tabulka 2). U¢innymi latkami v jablkach jsou pektin, katechinové t¥isloviny, ovocné kyseliny
(hlavné jablecnd, citronova, octova), derivaty kyseliny kavové, minerélni latky (za zminku stoji
draslik 1240 mg/kg), vitaminy (vitamin C). V semenech se nachéazeji glykosidy, které obsahuji
kyanovodik [11], [13], [15].

Jablka jsou zdrojem fenolickych latek, které jsou ptfirodnimi antioxidanty (pfedevSim
formach (flavonoly), katechin a epikatechin a jejich oligomery (proanthocyanidiny), které jsou
zodpovédné za trpkost a hotkost. Bezbarvé katechiny a leukoanhtokyaniny reaguji s kovovymi
ionty (napt. Zeleza), kdy se zméni jejich barva na hnédou. Také bezbarvé chinony mohou
vytvatet hnédy pigment, a to kondenzacni reakci sjinymi fenoly, aminokyselinami
nebo proteiny [16], [23], [24].

Celkovy obsah fenolickych latek zjistovany u jablek Folin-Ciocalteovou metodou byl
dle studie Tacopini, 2010 [25] stanoven prozelené jablko (green, delicious)
na 68,29 mg GAE/100 g vlhké masy (WM), pro Cervené jablko (red, delicious)
73,96 mg GAE/100 g WM, pro riZzovo-Cervené (rose red) 70,57 mg GAE/100g WM
a pro organické (organic) 58,12 mg GAE/100 g WM. Celkovy obsah polyfenolu se lisil podle
pouzité odridy, pohyboval se od 56 do 221 mg GAE/100 g vlhké masy, kdy komeréni odridy
m¢ély niz§i obsah polyfenolii [26], [25].

Celkovy obsah fenold ve vétsin€ jable¢nych odrid se pohybuje mezi 100 az 600 mgna 100 g
Cerstvé hmotnosti, ale u nékterych odrid jablek mtize byt i vyssi [22].

2.2.5 Nutri¢ni hodnoty ovoce

Celkova koncentrace bioaktivnich latek (fenolickych latek a flavonoidi) v ovoci je ovlivnéna
kromé¢ druhu a odrtdy také predskliziiovym vyvojem (teplota, podnebi, ro¢ni obdobi), stupném
zralosti, manipulaci po sklizni, zpGisobem uskladnéni sklizeného ovoce a jeho zpracovanim
[18].

Fenolické latky obsahuji vyznamnou skupinu flavonoidii, kam fadime napt. anthokyany,
které ovlivituji kromé jiného izbarveni ovoce. Antokyany tvoifi riizné barevné varianty
od oranzoveé, cCervené, purpurové, fialové azpo modrou. Barva je ovlivnéna teplotou,
pusobenim kysliku nebo pH prostfedi. Flavonoidy jsou dobfe rozpustné ve vodé [16], [22],
[27].

Tabulka 2 — Nutricni hodnoty béznée pouzivaného ovoce v détskych vyzivach [15]

Plodina jablka meruiky maliny Jahody
Energie [kJ-kg™'] 2550 2390 2300 1800
Z4kladni slozky [g-kg™!]
Voda 790 833 844 880
Susina 210 167 156 120
Bilkoviny 4 10 10 9
Lipidy 3,7 3,0 8,0 6,0
Sacharidy 144 134 116 88
Popeloviny 3,7 6,50 4,6 5,70
Vlaknina 18 10 52 13
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2.2.6 Vyroba détské vyzivy

Kvalita détské vyzivy, at’ uz z hlediska senzorického (chut’, barva, viin€¢) nebo z pohledu
potravinaiské bezpecnosti, je ovlivnéna mnoha faktory v ramci vyrobniho fetézce. Patii sem
napiiklad kvalita suroviny, pfedbézné zpracovani a podminky zpracovani. Do piedbézného
zpracovani ovoce je zatfazeno loupani, krajeni, blanSirovani, zmrazeni nebo vyuziti mrazenych
ovocnych polotovari [4], [5].

Na kvalitu surovin ma vliv velikost, stafi a rozmanitost ovoce. Ovoce urc¢ené ke zpracovani
do détské vyzivy by nemélo byt zcela vyzralé, ale mélo by byt natolik zralé, aby bylo dostate¢né
velké. To je kviili tomu, aby obsahovalo co nejvyssi obsah pektinti, mélo zdravou ptivodni barvu
a vyrazné aroma [5], [28].

Sklizené ovoce podléha poskliziovym zménam, které vedou ke ztraté kvality (napt. méknuti
pletiv, snizovani obsahu vody). Proto se co nejvice zkracuje doba skladovani pied samotnym
zpracovanim. Dal$im krokem je CiSténi, pii kterém se ze suroviny odstranuji kontaminanty. Typ
¢isténi maze byt bud’ suchy nebo mokry. Mokry typ (prani) je ucinné&jsi pfi odstranovani
zeminy, rezidui pesticidi a taky se pfi zpracovani ovoce vice vyuziva [29].

Dale nasleduje inspekéni krok tedy tfidéni surovin podle méfitelnych fyzikalnich vlastnosti.
Tato operace probihd pred vstupem ovoce ke zpracovani. Existuje tfidéni podle jakosti, barvy,
velikosti a mize byt mechanizované nebo ru¢ni [29].

V nésledujicim kroku jsou odstranény nepozivatelné¢ ¢asti ovoce, které jsou pro findlni
produkt nezadouci. Patfi sem: odstopkovani, odpeckovani, loupani (mechanické, termické,
chemické). Sou€asné s odpeckovanim nebo odjadiincovanim se mize ovoce nakrajet. VétSinou

se nepozivatelné ¢asti odstraiuji az pti pasirovani. Velikosti ¢astic zpracovavané suroviny se
da ovlivnit prubeh technologickych operaci zaloZenych na sdileni hmoty ¢i tepla [28], [29].

Vyprané a vytfidéné ovoce se blanSiruje nebo se rozvaii (pfimo nebo nepifimo) s malym
pifidavkem vody. Tento krok musi byt proveden co nejrychleji po nakrajeni suroviny.
U rozvateni dochézi k inaktivaci enzymi (oxidas i pektinas) ohrozujici kvalitu vyrabéného
produktu a k odvzdu$néni vatené suroviny [28], [29].

DalSim krokem je protirani a pasirovani ovoce, pfi ném se odstrani vSechny nezadouci
Castice. Protirano ptes nerezova sita je pouze rozvarené¢ mekké ovoce. Rozmélnény produkt je
nutné stabilizovat konzervaci (sterilace teplem), provadi se aseptickd vyroba polotovard, kdy
se vyuZzije tepla dodavaného pfirozvareni. Poté je horky ovocny protlak ochlazen na 15 °C
a soucasn¢ odvzdusnén. Odstranénim vzduchu z protlaku se zabrani neZddoucim zménam
produktu béhem skladovani. Mirn¢ slazena ovocna pyré jsou skladovana v tancich nebo jsou
rovnou balena do oballl pro obchodniky [28], [29], [30].

2.3 Autenticita potravin

Globalizace svétovych potravinovych trhii nabidla v poslednich nékolika desetiletich
spotiebitelim obrovskou skdlu potravin, a diky tomu neustile roste poptavka po vysoce
kvalitnich potravinatskych vyrobcich. Jako ekonomicky motivovany potravinovy podvod je
mysleno umyslné falSovani potravin za ucelem finan¢ni vyhody. Autenti¢nost potravin je
velkym problémem pro vSechny, ktefi jsou zapojeni do obchodovani s potravinami, ato
pro spotiebitele, organy pro ochranu spotiebitele, vyrobce a obchodniky [31].

Potravinové podvody jsou celosvétovym problémem. V boji proti t€mto podvodim hraji
klicovou roli vhodné analytické metody, které je mohou odhalit. Pfi detekovani falSovéni se
vychézi z toho, ze autenticky produkt obsahuje pro n¢j typické latky ve specifickém mnoZstvi.
Tento pfistup je zaloZen na tom, ze produkt obsahuje ur¢ité mnozstvi té€chto charakteristickych
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latek (markerti), které odpovidd pouzitym technologiim a surovindm. Nejvyznamnéj$imi
markery jsou napft. formolové Cislo, hustota, kyseliny (citronova, jable¢nd, isocitronova), cukry,
popel, draslik, fosfor, hoi¢ik, vapnik, sodik a prolin aj. Pfikladem miize byt napf. zjiSténi
pritomnosti floridzinu, coz je flavonoid pfitomny ve vSech ¢astech jablka, ale v jinych druzich
ovoce je zastoupen méné. Ackoliv se vyrobou jablecnych produktii (pyré) snizilo mnozstvi
floridzinu (fenolickych slouc¢enin), byla jeho ptitomnost stale detekovatelna [1], [6], [24], [32].

Markery typické pro urCité druhy ovoce jsou kromé zminéného floridzinu pro jablka
napf. sorbitol (jablka, meruiiky, hrusky), karotenoidy (napf. merunky a pomerance), kyselina
isocitronova (napi. jahody, merunky, pomerance), kyselina vinna (vinna réva), sacharéza,
aminokyseliny, profil antokyanti a dalsi. Dale existuji markery pro detekci tzv. maskovacich
latek, které maskuji natedéni ¢i pfislazeni ovocnych vyrobkd. Do téchto markerti fadime
sachar6zu, profil oligosacharidi, pomér cukri glukézy a fruktézy, kyselinu fumarovou,
synteticka barviva a konzervacni latky [32].

Druhy typ piistupu je zalozen na statistickych analyzach vzorkt, které jsou porovnavany
s komer¢nimi vzorky ¢i vlastni databazi. Aby byla statisticka metoda pritkazna, je potieba vétsi
mnozstvi vzorkd. Mizou byt analyzovany bud’ hlavni komponenty nebo je provedena shlukova
analyza [1], [33].

Mezi laboratorni metody detekce falSovani patii senzorickd analyza, izotopové metody,
klasické metody a biologické metody. Senzorickou analyzou je mysleno hodnoceni potravin
pomoci lidskych smysla a vysledky jsou zpracovavany centralnim nervovym systémem.

Mezi klasické  metody fadime chromatografické, elektromigracni, mikroskopické
a spektroskopické metody. Do izotopovych metod jsou fazeny hmotnostni spektrofotometrie
izotopovych poméri (IRMS) a mistné specifickd frakcionace pfirozenych izotopid (SNIF-
NMR). Do biologickych metod pouzivanych k detekci falSovani v potravindistvi patii
imunologické metody (ELISA) a molekuldrné biologické metody, zalozené na PCR [1], [34].

Pocet falSovanych potravin je zavisly na nastavenych podminkach, pfedev§im na ochrannych
opatienich organizovanych stdtem, ale i na jinych nestatnich mechanismech. Nejcastéji se
setkdvame s témito typy falSovani potravin. DraZ§i potravina je zaménéna za levnéjsi nebo se
nastavi levngj$i slozkou. Dal$im typem falSovani potravin je nedodrzeni deklarovaného
technologického postupu, ¢i ptitomnost nedeklarovanych (nepovolenych) slozek. V neposledni
fad¢ uvadéni vyssiho obsahu slozky, nez je ten skutecny, falSovani nebo nastaveni za ucelem
zlepseni vlastnosti potraviny atd. [1], [35].

2.4 Analyza potravin pomoci biologickych metod zaloZenych na analyze
DNA

Technologie zaloZené naanalyze DNA, zejména svyuzitim PCR, RT-PCR,
vysokorozliSovaci analyzy ktivek tani (HRM), DNA ¢ipti a sekvenovani nové generace, se
osve&dcily jako uZzitecné metody pro ovéfeni autenticity potravin. K prokdzani autenticity
potravin se da& vyuzivat strukturnich jedinecnosti DNA jako naptiklad detekci
jednonukleotidového polymorfismu (variace v jediném nukleotidu), polymorfismu v délce
sekvence, polymorfismu délky restrikénich fragmentii nebo kvantitativni PCR. Tyto metody
jsou povazovany za spolehlivéjsi ve srovnani s chemickou analyzou diky stabilit¢ DNA. Je
povazovana za dobry ovéfovaci marker, protoZze je stabilni pfiriznych podminkach,
pfi odlisnych typech zemédé@lstvi a taky pfi zpracovani, kdy uchovava svou sekvenci. Je
specifickou informaci, diky které je moZzné pomoci metod zaloZzenych na analyze DNA
jednozna¢né identifikovat druh nebo odriidu a definovat, zda je pfitomnd ve zpracované
potraving [31], [36].
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Pro molekularné diagnostické metody zalozené na analyze DNA je nezbytné izolovat DNA
v dostacujici kvalité a kvantité vhodné pro molekularné biologické aplikace jako je napt. qgPCR.
Potraviny rostlinného ptivodu obsahuji krom& DNA, také polysacharidy, polyfenoly a dalsi
sekundarni metabolity, které nadhodnocuji koncentraci DNA pfi jejim stanoveni pomoci UV-
VIS spektrofotometrie, protoze maji absorpéni maximum pii podobné vinové délce. Mohou
také zplisobovat degradaci DNA nebo ovliviiovat aktivitu reverzni transkriptazy [1], [36], [37].

DNA se u rostlin nachédzi v bunééném jadre, chloroplastech a mitochondriich. DNA muze byt
izolovana bud’ jako celkova genomicka, mitochondrialni nebo plastidova DNA. Postup izolace
rostlinné DNA se skladd z homogenizace vzorku, lyze bunék, extrakce a purifikace DNA,
stanoveni jeji koncentrace a Cistoty a ovéfeni amplifikovatelnosti pomoci PCR. K izolaci
rostlinné DNA se pouziva fada postuptl, ale existuji i komerén¢ dostupné izolacni soupravy
(kity). Volba vhodného postupu zavisi na pozadované &istoté a mnozstvi izolované DNA. Cim

Cistsi DNA je izolovana, tim spolehlivejsi vysledek je ziskan, protoze kontaminovand DNA
neposkytne piesné, spolehlivé a reprodukovatelné vysledky [36], [38], [39].

Stafi a druh rostlinné tkané vyrazné ovlivituje kvalitu vytézku izolované DNA. Taktéz
spravnou manipulaci a skladovanim sklizené rostlinné tkan¢ se da predejit degradaci DNA napt.
vznikem nukledz. Nejvhodnéjsi je ihned z Cerstvé sklizeného rostlinného materidlu izolovat
DNA, pokud to nelze, tak je mozné skladovani pti nizkych teplotach a to pii—18 °C, —80 °C
nebo v kapalném dusiku. Pfizmrazeni se v bunkach tvofi krystalky ledi a v dasledku
dehydratace mohou byt buniky poruSeny (napt. prasknutim membrany), rychlym procesem
zmrazeni lze tomuto jevu zabréanit. Dal$i moznosti skladovani je vysusSeni tkané pomoci
lyofilizace, ktera zabraiiuje kontaminaci tkané v diisledku vlhkosti a v této upravé muize byt

uchovavana i nékolik let s nizkou ztratou kvality DNA [39], [40].

2.4.1 Homogenizace vzorku

Metoda izolace rostlinné DNA je volena podle toho, ze které ¢asti rostliny bude DNA
izolovana, jestli se jedna o Cerstvy, suSeny nebo zpracovany rostlinny materidl. Rostlinna burika
je relativné obtiznym zdrojem k izolaci DNA, protoZe ma tuhou polysacharidovou bunécnou
sténu. Na zacatku izolace DNA je mechanicky naruSeno rostlinné pletivo a bunétné sténa,
¢ehoz muZe byt dosazeno zmrazenim vzorku v tekutém dusiku a poté mechanickym
rozmélnénim tlou¢kem, sklenénymi kuli¢kami, zrnky pisku nebo pomoci mleciho mlynku.
Kromé mechanického rozruseni tkdn€ miize byt pouzito také chemickeé rozlozeni bunééné stény.
Toho miiZe byt docileno pomoci hydrolyzujicich enzymi jako jsou celulasy a pektinasy. I kdyz
je tento ptistup drazsi nez mechanickd homogenizace, nedochdzi pti ném ke $tépeni DNA [39],
[41].

Homogenizace je nezbytnd i proto, ze snizuje viskozitu vzorku zplisobenou piitomnosti
sloucenin s vysokou molekularni hmotnosti, kam fadime naptf. komplexni uhlovodiky.
Fyzikalni sily, které umoznuji naruSeni bunék a uvolnéni DNA mohou taktéz nastépit DNA
s vysokou molekulovou hmotnosti [39].

2.4.2 Lyze bunék

Nukleové kyseliny se nachazi v jadrech bunék, které je proto nutné lyzovat. Prvnim krokem
je tedy vznik lyzatu, tedy rozruSeni cytoplazmatické a jaderné membrany za uvolnéni DNA.
Bunécné membrany mohou byt poruseny pomoci detergenti (CTAB, SDS, Triton X100),
chaotropnich soli nebo alkalickou denaturaci. Obsah buniky se vcetné DNA uvolni
do extrakéniho pufru, ktery musi obsahovat chelatacni ¢inidlo EDTA blokujici dvojmocné ionty
kovii (napt. Ca®" nebo Mg?"). Piitomnost téchto iontii funguji jako kofaktory nukledz, které by
mohly izolovanou DNA rozstépit. Tris-hydroxymethylaminomethan slouzi k udrzovani
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fyziologického pH, aby nedoslo k poskozeni DNA. Rozpustné slozky bunééného lyzatu musi
byt oddéleny od bunécnych zbytkl a dalSich nerozpustnych materialt [41], [42].

2.4.3 Extrakce a purifikace DNA

Pfidanim soli se uvoliiuji proteiny (histony) z DNA a polysacharidy se udrzuji v rozpustné
formé. Proteinazy se ptidavaji do extrakéniho pudru, aby se odstranily histony, které by mohly
reagovat s DNA a tim by se ovlivnila ¢istota izolované DNA. K dosazeni separace buné¢ného
lyzatu od bunécnych zbytki se ¢asto pouziva odsttedéni, vakuova filtrace, ale i ¢iSténi pomoci
magnetickych ¢astic. Dal§im krokem je odstranéni ostatnich rozpustnych materialu (véetné
proteinti a polysacharidi) pfitomnych v lyzatu od DNA. To se muze ud¢lat pridanim octanu
draselného nebo fenol-chloroformovou extrakci. Z vodné faze se DNA vysrazi absolutnim
ethanolem [41], [42].

Dulezitym krokem je ptecisténi (purifikace) izolované DNA (napf. ethanolem), kdy jsou
ze vzorku odstranény veskeré nezadouci kontaminanty. Kromé nukleovych kyselin mohou byt
ve vzorku pritomny proteiny (pokud nebyla uc¢innost extrakce DNA dostate¢na) nechténé
ptimési jako jsou soli nebo produkty enzymatickych reakei. Kontaminace DNA muze inhibovat
nékteré enzymy a restrikéni endonukledzy (viz kapitola 2.4.5.3), tedy mize komplikovat dalsi
préci s izolovanou DNA, at’ jde o sekvenovéani, PCR nebo o dal§i metody. Proto je vhodné
zkontrolovat Cistotu izolované DNA spektrofotometricky (viz kapitola 2.4.4) a na agarosovém
gelu (viz kapitola 2.4.6) [43], [38].

2.4.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a istoty DNA

Koncentrace a ¢istota izolované DNA miiZe byt zjisténa spektrofotometricky. Ke kvantifikaci
nukleovych kyselin se vyuzivad Lambert-Beertiv zakon:

A=¢-c-l, 2.1)

kde € je molarni extinkéni koeficient, A je hodnota absorbance a 1 je délka optické drahy.
Hodnota absorbance je kromé koncentrace zavisla na chemickém slozZeni, tedy zastoupeni GC
part bazi. Dvoufetézcova DNA ma absorbanci pfiblizné€ o 40 % niZsi neZ jednotetézcova DNA
[36], [44].

Nukleové kyseliny, proteiny artizné skupiny fenolickych latek maji absorpéni maxima
v ultrafialové oblasti spektra. Nukleové kyseliny absorbuji ultrafialové zafeni a absorpc¢ni
maximum je pii 260 nm, zatimco proteiny maji své maximum pii 280 nm. U jednoduchych
fenolli se maximalni absorbance pohybuje v intervalu mezi 220 az 280 nm [22], [36].

Vzorky nukleovych kyselin mohou byt kontaminovany jinymi molekulami, které mohou
pusobit jako inhibitory PCR. Vypoctem poméru absorbanci lze stanovit Cistotu vzorkd.
Za cistou DNA Ize povazovat vzorek s hodnotou ~ 1,8 poméru absorbanci 260/280. Pokud je
hodnota poméru vyrazné nizsi nez 1,8 indikuje to znec€isténi vzorku napft. bilkovinami, fenolem
nebo jinymi latkami, které silné absorbuji okolo 280 nm [36], [44].

Pro zjisténi sekundarni miry Cistoty se vyuzivd poméru absorbanci 260/230, kdy ma cista
DNA hodnotu mezi 1,8 a 2,2. Pokud je pomér vyrazné nizsi, tak to miiZze indikovat pfitomnost

kopurifikovanych kontaminanti. Absorbance pii 230 nm znaci pfitomnost necistot jako jsou
fenolické slouceniny, aromatické slozky a karbohydraty [43], [44].
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2.4.5 Amplifikace DNA in vitro pomoci polymerazové retézové reakce (PCR)

Jednou ze zakladnich technik zalozenych na molekularné biologickych metodach
pro zajisténi kvality a bezpecnosti potravin je polymerdzova fetézova reakce (PCR
z anglického Polymerase Chain Reaction). Jednd se o rychlou a pfesnou laboratorni techniku
pouzivanou k zmnozeni urCitého segmentu DNA. Tuto metodu vynalezl v roce 1983 americky
biochemik K. B. Mullis, ktery deset let poté ziskal za sviij vynalez Nobelovu cenu za chemii
[1], [45].

Polymerazova fetézova reakce umoziuje védcim ziskat velkd mnozstvi DNA, ktera jsou
potfebna pro rtizné experimenty a postupy v molekularni biologii, forenzni analyze, evolu¢ni
biologii a I¢kaiské diagnostice. Pti vyuziti ovocnych vzorkdh miize byt problémem pro tuto
techniku nedostatecné mnozstvi DNA izolované z ovocnych plodi [2].

Jelikoz vySetfovatelé nemusi pfedem veédét o jaky typ falSovani jde, je proto mnohdy
mozné v jedné reakci zaroven amplifikovat dvé a vice cilovych mist. Diky tomu je mozné
pfi paralelnim zpracovani vice test PCR detekovat vice riznodruhovych DNA [6], [43].

245.1 Komponenty PCR

DNA templat (matrice) je makromolekula DNA, podle které se syntetizuji nové fetézce
dle komplementarity bazi. Jedna se o izolovanou DNA zahrnujici zndmou sekvenci vymezenou
obéma primery. Mnozstvi templatové DNA, ptidavané do PCR reakce je mezi 1-500 ng [36],
[38], [46].

Deoxynukleotidy (3'-deoxynukleosid-5'-trifosfaty, zkracen¢ dNTP) jsou zakladnimi
stavebnimi jednotkami pro syntézu nového fetézce DNA. Pro PCR se pouziva ekvimolarni
smés vsSech Ctyf oligonukleotidit (dCTP, dATP, dGTP, a dTTP). Koncentrace se miuze
pohybovat od 20400 umol/l, kdy optimalni koncentrace je vétSinou 200 umol/l. Pokud je
koncentrace nukleotid vy$si nez 4 umol/l, nukleotidy vyvazuji hofe¢naté ionty a timto
zpisobem je inaktivuji, tedy dochdzi k inhibici syntézy [36], [38].

Primery jsou kratké sekventné specifické fragmenty jednovldknové DNA tvoiené
18-30 nukleotidy, které byvaji synteticky ptipravené. Vybér vhodné sekvence primeri
komplementarni k cilené DNA je dulezity pro uspéSnou amplifikaci PCR produkti. Tyto
oligonukleotidy by nemély obsahovat faleSné¢ vazebnd mista na templatu a nemély by byt
k sobé¢ komplementarni, aby nevznikaly dimery primerd. Vhodnou koncentraci
(od 0,1-0,5 pmol/1) lze ovlivnit vznik nespecifickych produktl a dimerd primerti. Teplota tani
primerti se obvykle pohybuje mezi 50-80 °C a je ovlivnéna mnozstvim G—C bazi [36], [38].

Termostabilni DNA polymerasa je vyuzivana pro opakovanou syntézu obou vldken. Existuje
vice druhit DNA polymeras, které se ziskavaji pfedevs§im z rodli Thermus a Pyrococcus. Prehled
nejcastéji pouzivanych DNA polymeras pouzivanych u PCR je uveden v nasledujici tabulce
(Tabulka 3). Pfimy vliv na vybér polymerasy mé piivod DNA, pouzity primer, délka produktu,
jakoz 1 obsah G-C bazi. Taq polymeraza je enzym, ktery ma pouze 5' — 3' polymerasovou
aktivitu, coZ znamend, Ze neni schopen opravovat chyby vzniklé pfi replikaci (kvili chybéjici
3' — 5' exonukleasové aktivit¢). Teplotni optimum ma pii 75 °C. Podobné teplotni optimum
ma Tth DNA polymerasa, ale mliZe pusobit také jako reversni transkriptasa (pfiprava cDNA).
Pfu a Pwo DNA polymerasy maji 3' — 5' exonukleasovou aktivitu, coz umoziuje opravu
chybné inkorporovanych dNTP. Tyto polymerasy dokazou desetkrat presnéji syntetizovat PCR
produkty [38], [47].
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Tabulka 3 — Prehled termostabilnich DNA polymeradz a jejich exonukleasovych aktivit [46], [47]

optimalni teplota >3 35 X ,
polymerasa extense [°C] exonukleasova | exonukleasova puvodni druh
aktivita aktivita
Taq 68—80 (75) ano ne Thermus aquaticus
Tfl 70-74 ano ne Thermus flavus
Tbr 72 ano ne Thermus brockianus
Tth 70-74 ano ne Thermus thermophilius
Tl 72—-80 ne ano Thermococcus litoralis
Pfu 72-80 ne ano Pyrococcus furiosus
Pwo 72 ne ano Pyrococcus woesei

Hofecnaté ionty jsou nezbytné kvuli aktivit¢ DNA-polymerasy. Jejich koncentrace se
pohybuje od 0,5-8 mmol/l, ale musi byt vzdy optimalizovana pro kazdy par primerd a DNA
templatu, bere se v ivahu i metoda izolace DNA. U primert obsahujici vice G—C bazi je pouziti
vys§i koncentrace iontd zddouci. Obvykle se pouzivd koncentrace 1,5 nebo 4 mmol/l.
Specificitu PCR reakce sniZzuje vyssi koncentrace hotfecnatych iont nez 8 mmol/l [36], [46].

Dalsi dulezitou slozkou je reakéni pufr vytvarejici idedlni prostfedi pro DNA-polymerasu.
Pufr obsahuje obvykle 10 mM Tris-HCI, 1,5 mM MgCl: a 50 mM KCl, dale miZe obsahovat
Tween 20, acetamid atd [36].

Ultra Cistd voda slouzi k fedéni primert a k doplnéni vzorkil na pozadovany objem [36].

Master mix doddvana vyrobci uz obsahuje vSechny dilezité komponenty (véetné DNA
polymerézy) pro prubéh PCR reakce. Staci k ni pfidat pouze vodu, primery a templatovou
DNA, ¢imz se minimalizuje mnozstvi pipetovani a také mozné zdroje chyb.

2.45.2 Princip PCR

Polymerasova fetézova reakce probiha v termocykléru, coz je pfistroj, ktery zvlada rychly
a presny prechod mezi teplotami. PCR se sklad4 ze tfech krok: denaturace templatu, ptipojeni
primerti a samotné syntézy. Tyto kroky se cyklicky opakuji, coz vede k syntéze ¢asti DNA
vymezené primery. Na ndsledujicim obrazku (Obrdzek 1) muzete vidét grafické schéma
znédzornujici jeden opakujici se cyklus polymerasové fetézové reakce (PCR) [38].

Prvnim krokem je denaturace dvouvldknové templatové DNA, kdy je vzorek zahtat
na takovou teplotu (vétSinou 94-96 °C), aby doslo k rozvolnéni na dvé jednovldknové
molekuly DNA. Nutné je tplné oddé€lené vladken od sebe, jinak hrozi renaturace DNA, coz by
zabranilo pozd¢jSimu nasednuti primert [38], [46], [48].

Druhym krokem je nasednuti primert (annealing), pii kterém dochazi k ochlazeni vzorku
na teplotu specifickou pro pouzity péar primerti (okolo 55 °C). Teplota je zavisld na délce
primert a na zastoupeni G-C a A-T part. Mezi guaninem a cytosinem jsou tfi vodikové mustky,
které zvySuji stabilitu 1 denaturaéni teplotu. Tyto primery fidi syntézu novych vldken a jsou
komplementarni ke koncovym oblastem vybrané¢ amplifikované oblasti, a na tyto oblasti
nasednou [38], [46], [48].
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Tretim krokem je syntetickd faze, kdy dochazi k syntéze novych fetézci DNA. Tato faze je
katalyzovana Taq DNA polymerasou a jedna se o extensi pfipojenych primert. Na oblast lezici
za navazanymi primery jsou dNTP ptipojovany ve sméru od 5' konce ke 3' konci. Pti pouziti
Taq polymerasy je teplota zvySena na 75 °C, coz je jeji teplotni optimum [36], [38], [46].

Po skonceni klasické PCR miize byt specificky amplifika¢ni produkt detekovan pomoci
gelové elektroforézy. Pouzitim kvantitativni PCR (qPCR) je mozné se tomuto kroku vyhnout,
protoze tato technologie kombinuje amplifikaci DNA s okamzitou detekci produktti. Vyhodou
gPCR je také to, ze se odstraiuje riziko kontaminace PCR produktu pii manipulaci a je také
mén¢ asove narocnd nez gelova elektroforéza a mize poskytnout kvantitativni vysledek [49].

. EDW . ‘-U-‘ ‘-EI—' deoxynukleotidy
rimer —
“ MM EE MM BT
. , [1 — dGTP
templatova DNA rﬂ-: —dTTP

termostabilni @
Tag DNA @

polymeraza primer

zahfatina 95 °C W
denaturace (rozdéleni) DNA @ -

- )

=1

potet kopii templatové DNA
se zdvojnasobuje s kaZdym cyklem

ochlazeni na 55 °C zvysenina 72 °C

navazani primerd béhem 25 cykll zahfivani extense primerd jednotlivymi

na komplementarni a chlazeni se vytvoFi miliony kopii deoxynukleotidy pomoci
DNA fetézec plvodni templatové DNA DNA polymerazy

Obrdzek 1 - Schéma PCR (obradzek prevzat a upraven z multimedialni ucebnice DNA diagnostiky [46])

2.4.5.3 Inhibitory a enhancery PCR

Ovoce obsahuje krom& DNA 1 dalsi latky, které se pfiizolaci DNA do vzorku uvoliuji
amohou poté stimulovat (enhancery) nebo inhibovat (inhibitory) probihajici PCR reakci.
Hlavnimi kontaminanty jsou polysacharidy, které jsou nedetekovatelné a Spatné odstranitelné
ze vzorku. Pti jejich vysoké koncentraci je homogenat velmi visk6zni, coz nepravdivé znaci
vysoké mnoZstvi DNA. Nadhodnoceni obsahu tseku DNA ve vzorku zplisobuji enhancery,
které¢ byvaji méné Casto pritomny nez inhibitory PCR reakce, zatimco inhibitory zase
podhodnocuji obsah urcitého useku DNA. Pfitomnost inhibitord pfi PCR reakci ji ¢aste¢né
nebo zcela zabranuje, coz se miize projevit faleSné negativnim vysledkem nebo snizenou
citlivosti. Pfi qPCR se to projevi sniZzenou intenzitou fluorescence nebo u elektroforézy
chybéjicim bandem na gelu [39], [50].
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Inhibitory se vyskytuji ve vyS$§im mnoZzstvi v potravinaiskych vzorcich, tudiz je nutné
pro spravnou interpretaci vysledkt identifikovat a ur¢it miru inhibice. Patfi sem proteiny,
polysacharidy, fenolické latky, endogenni nukleasy, proteinazy, vapenaté ionty a huminové
kyseliny. Pfi homogenizaci tyto latky tvofi chemické vazby s proteiny a nukleovymi
kyselinami. M¢étfenim fluorescence nebo spektrofotometricky lze stanovit Cistotu DNA
(viz kapitola 2.4.4) [2], [36], [50].

2.4.5.4 Kvantitativni polymerdzova ietézova reakce (qPCR)

Kvantitativni PCR ma zkratku qPCR, kterd pochazi z anglictiny (Quantitative Polymerase
Chain Reaction). Tato metoda se pouziva k detekci, charakterizaci a kvantifikaci nukleovych
kyselin. Stejné jako ve standardni PCR je slozena ze tii opakujicich se kroka (viz kapitola
2.4.5.2). Pribéhu PCR reakce a mnozstvi PCR produktu je sledovano pomoci fluorescen¢nich
sond nebo barviv [51].

U gPCR zalozené na detekovani produktu pomoci interkalacniho barviva je soucasti master
mix kromé ostatnich komponent i fluorescenéni barvivo (napt. SYBR Green). Tento fluorofor
se vaze na amplifikované dvouvlaknové molekuly DNA a béhem kazdého cyklu se méfi
fluorescence. Béhem pocatecnich cykli je signal slaby a nelze jej rozlisit od pozadi, ale jak se
hromadi mnozstvi DNA produktu, tak se vyviji i signal, ktery poté exponencialné roste az dojde
k saturaci systému, coz je faze platd. Intenzita fluorescence miize byt pfimo nebo nepifimo
umérnd mnozstvi amplifikovaného produktu piitomného ve vzorku [49], [52].

Diky fluorescenénimu znaceni je mozné shromazdovat Udaje v redlném cCase u pravé
probihajici PCR reakce. Nevyhodou této metody je, Ze je mozné najednou zkoumat pouze jeden
cil a Ze barvivo se vadze na jakoukoliv pfitomnou dvouvlaknovou DNA ve vzorku, tedy
1 na nespecifické produkty amplifikace. Druhym typem je qPCR nabdazi sondy, kdy
1ze v kazdém vzorku detekovat sou¢asné¢ mnoho cila [51], [52], [53].

2.4.5.5 VysokorozlisSovaci analyza kiivek tani (HRM)

Zkratka HRM vychézi z anglického High Resolution Melting. Jedna se o jednoduchou,
rychlou metodu detekce teplot tani PCR produktl v redlném ¢ase. HRM analyzou mohou byt
od sebe rozliSeny sekvence DNA na zaklad¢ jejich slozeni, délky, obsahu GC nebo
komplementarity vldken [52], [53].

Po skonceni qPCR reakce nésleduje analyza kiivky tani, ktera se pouziva ke zjiSténi povahy
PCR amplifikatu a eliminaci nespecifickych produktii. ZvySovanim teploty dochazi k tani
DNA, kdy se separuji komplementéarni fetézce dvouvldknové DNA (dsDNA). Analyza kiivek
tani zacina pii nizsi teplote, nez je oCekavana teplota tani (Tm), poté se pomalu zvysuje teplota
aZ na teplotu vyssi, nez je o€ekavana Tm specifického produktu. Béhem tani fluoreskuje pouze
barvivo vdzané na dsDNA a tato fluorescence je nepfetrzit€ monitorovana optickym systémem.
Pouzité barvivo musi mit vysokou hodnotu fluorescence pii navazani na dvouvlaknovou DNA,
a naopak nizkou hodnotu fluorescence, kdyz se nachazi v roztoku (snizuje se az 1000x).
Obecné software k analyze kiivek tani definuje teplotu tani produktu jako inflexni bod kiivky
tani a rovnou vykresluje derivované kiivky tani, kde teplota tani specifického produktu je
ve vrcholu piku. Nespecifické produkty jsou také vykresleny na derivované kiivce tani,
ale ptfedpoklada se, ze maji odliSnou teplotu tani nez specifické produkty a jsou kratsi, a diky
tomu maji nizsi teplotu tani [52], [53].
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2.4.6 Horizontalni gelova elektroforéza

Horizontalni gelova elektroforéza muze byt pouzita k vizualizaci, identifikaci, separaci
a purifikaci PCR. Elektroforéza je separacni technika, ktera je zaloZena na migraci elektricky
nabitych castic v elektrickém poli. K rozdéleni fragmenti DNA dochazi podle velikosti
(pohyblivosti) latek nesouci elektricky naboj (ionty). Mezi dvé elektrody je vlozeno konstantni
stejnosmeérné napéti, které vytvaii elektrické pole. Na nabitou ¢astici v elektrickém poli ptisobi
dve¢ sily, a to elektrostaticka sila, ktera uvadi Castici do pohybu a pak odpor viskozniho
prostiedi, ktery ji brzdi [43], [38], [48].

Horizontélni elektroforéza mize probihat na agarosovém gelu. Agarosa, coz je linearni
polysacharid, ktery je ziskdvan z motskych tfas rodd Gracilaria nebo Gelidium. Zékladni
strukturni  jednotkou je disacharid agarobiosa, ktery je slozen z D-galaktosy
a 3,6-anhydro-L-galaktosy [54], [55].

Gelifikaci agarosy vznika agarosovy gel, agarosa taje pii 80-95 °C a pfi snizeni teploty
na teplotu pirechodu 32—45 °C se tvofi gel. Dlouhé cukernaté polymery tvofici sit’ gelu jsou
vazany nekovalentnimi vodikovymi miustky a hydrofobnimi vazbami. Methylace, alkylace
a hydroxyalkylace polymerniho fetézce mohou zménit teplotu tani a gelovaténi. Nejcastéji se
pouziva 1-2% agarosovy gel. Koncentrace agarosy ovlivituje velikost port, kdy napft. vice
procentni gel vytvaii mensi pory (napt. 2% agarosovy gel dokaze separovat 0,1-2 kb). Z toho
plyne, Ze vhodnou volbou koncentrace a typu gelu lze vytvofit vhodné podminky pro déleni
fragmentl v rozli¢ném rozmezi molekulovych hmotnosti. Touto metodou je mozné detekovat
az 1 ng DNA [38], [48], [56].

2.5 Analyza potravin pomoci instrumentalnich technik

Do instrumentalnich technik k analyze autenticity potravin jsou bézn¢ pouzivané
chromatografické metody, kam patii LC-MS, GC-MS, které analyzuji konkrétni markery podle
zpisobu falSovani. Napt. HPLC-PAD se pouziva k analyze polyfenola [1].

2.5.1 Vysokoucdinna kapalinova chromatografie

Chromatografie je separacni nebo analytickd metoda slouzici k zjiSténi kvantitativnich
a kvalitativnich informaci o analyzovaném vzorku. Pfi ni dochéazi k dé€leni smési latek vlivem
rozdilné afinity ke stacionarni a mobilni fazi. V pohybujici se mobilni fazi je rozpusténd smeés
latek a ty jsou unaSeny kolonou nepohyblivé stacionarni faze. JelikoZ jednotlivé latky ze smési
rozdiln¢ interaguji se staciondrni fazi, tak jsou riiznou mérou zadrzovany v kolon¢€. Nejrychleji
prochazi kolonou latky, které jsou ke stacionarni fazi poutany slabé nebo vibec a nejvice
zadrzovanymi jsou ty, které jsou nejsilnéji poutany ke stacionarni fazi [57], [58].

HPLC (,,High-Performance Liquid Chromatography*) je separacni technika vyuZivajici
kolon se sorbentem, kde je naplil tvofena malymi ¢asteCkami pravidelného tvaru jednotné
velikosti, které homogenné vypliluji kolonu. Diky tomu se dosahuje vysoké ucinnosti kolon.
Jelikoz kolony kladou vysoky odpor pritoku mobilni faze, je nutné pouziti vysokotlakych
cerpadel k vytvofeni konstantniho toku mobilni faze. Pokud je pouZita polarni stacionarni faze
a nepolarni mobilni fize jedna se o chromatografii s normalnimi fazemi, a naopak pokud je
pouzita nepolarni staciondrni faze a polarni mobilni faze jednd se o chromatografii

vvvvv

protoze ma SirSi pouziti na vice analytti [59], [58], [60].
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Zménit selektivitu na analytické kolon€ se d4 pomoci gradientové eluce. Pfini se méni
slozeni mobilni faze v prubéhu separace, kdy dochazi ke zvySovani jeji elu¢ni sily. Diky tomu
se mohou 1 silné zadrzované slozky smési rychleji pohybovat. Pro tyto latky se da zvysit
citlivost detekce, a diky tomu se i1 podstatné zkrati doba analyzy [58], [60], [61].

Eluat opoustéjici kolonu protékd mérnou celou detektoru, kde je sledovana urcita jeho
vlastnost, ktera je prevadéna na elektricky signal zpracovavany pocitaCem. Vyuzivaji se citlivé
detektory, které umoziiuji kontinudlni monitorovani latek. PfisluSny program vytvori
chromatogram, na kterém je znazornéna ¢asova zavislost odezvy detektoru. Na chromatogramu
jsou piky charakterizované retencnim Casem, ktery slouzi k identifikaci dané latky, a plochou
nebo vyskou piku, ktera slouzi ke kvantifikaci za pouziti kalibracni piimky [59].

Jedna se o rychlou, do znacné miry automatizovanou (autosampler), vysoce piesnou metodu
stanoveni urcitych chemickych molekul ve vzorku. Pomoci HPLC lze analyzovat Siroké
spektrum latek, at’ uz se jedna o latky polarni, nepolarni, ionty, latky tepelné nestabilni,
vysokomolekuldrni nebo malo tékavé. Tato metoda neni vhodna k detekci nékterych latek
(t¢kavé latky), protoze mohou byt napt. nevratné absorbovany. Taktéz se jednd o ndkladnou
a komplexni metodu, kdy samotna instrumentace i jeji provoz (nutnost Cistych chemikalii) je
docela drahy [60], [62].

zasobnik

mobilni faze

« \ zpracovani
punpa |1 | (o dktl prece

operacéni
a kontrolni

systém

Obrazek 2 — Schématické znazorneni HPLC instrumentace, I — injektor

2.5.2 Folin-Ciocalteuova metoda (FCM)

Tato kolometrickd metoda je vhodna k detekci fenolickych slou€enin ve vzorcich. Jedna se
o pomérné snadnou metodu, kterd nepotiebuje specialni laboratorni vybaveni. VyuZiva se zde
referencni latky kyseliny gallové, diky které je mozné stanovit celkovou koncentraci
fenolickych hydroxylovych skupin v rostlinném vzorku [63].

Tato reakce probiha v alkalickém prostiedi, kde polyfenoly reaguji s Folin-Ciocalteuovym
¢inidlem. Dochazi zde k sekvenci redukénich reakci, tedy k ptenosu elektronii z fenolickych
latek na kyseliny fosfomolybdenovou (H3PMo012040) a fosfowolframovou (H3PW12040), které
jsou soucasti ¢inidla. Pfi této reakci vznikaji modré oxidy molybdenu (MogO23) a wolframu
(W3g023). Intenzita modrého zbarveni je zavisla na mnozstvi fenolii v roztoku. Tento modie
zbarveny komplex je stanoven spektrofotometricky na zdkladé méteni absorbance pii vlnové
delce 750 nm. Podle aplikace je tato metoda riizné¢ modifikovana, kdy mohou byt vzorky
promé&feny i pii jinych vlnovych délkach 725 nm, 760 nm a 765 nm, [63], [64], [65].
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3 CILE PRACE

V ramci této diplomové prace budou feSeny nasledujici dil¢i ukoly:

1) izolace a charakterizace DNA
2) amplifikace rostlinné DNA s vyuzitim specifickych primeri
3) identifikace druhu rostlinné DNA

4) srovnani identifikace pomoci jinych metod
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material

4.1.1 Rostlinny material

K izolaci rostlinné DNA bylo pouzito ovoce zakoupené v béznych komercnich sitich. Izolace
byla provedena z plodu jahody (Fragaria ananassa), merunky (Prunus armeniaca), maliny
(Rubus idaeus) a jablka (Mallus domestica).

K izolaci DNA z komercnich vyrobkii byly pouzito Sest ovocnych vyrobkt pro déti, které
jsou bézn¢ dostupné ke koupi v obchodnich fetézcich. Zakladni informace o téchto vyrobcich
jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tabulka 4). Ve vysledcich budou komer¢ni détské vyzivy
oznacovany cislicemi od 1 do 6.

Tabulka 4 — Zdkladni udaje o zvolenych komercnich ovocnych vyzZivach

energeticka
¢ nazev spolecnost slozeni urceno hodnota
' p prodétiod | nal00g
vyrobku
65 % hm. jable¢na dien, 20 %
Ovocna hm. jahodova dfen, voda, cukr,
VO modifikovany §krob, barvici <
presnidavka . . ukonceného 322 kJ
1 ) ) Hello ovocné a rostlinné extrakty «
s jahodami (koncentrat 7 karotky 6. mésice 76 kcal
s vitaminem C a granatového jablka), kyselina
askorbova
Sunarek 80 % jable¢né pyré, 20 %
) 100 % ovoce Hero jahodové pyré, koncentrat ukonceného 239 kJ
do rucicky citronové §t'avy, kyselina 4. mésice 57 kcal
s jahodami askorbova
0o/ 1 0o/ 1 o
.Erd.beere - 77 % ’Jablka, 10 A> jahody, 8 ’A) ukonéeného 219 kJ
3 mit Himbeere HiPP banan, 4% maliny, mrkvova <
. ooz , 4. mésice 52 kcal
in Apfel $tava z koncentratu
75 % hm. jable¢na dien, 10 %
Ovocna hm. malinova, voda, cukr,
presnidavka modlﬁlfovany .Skr(,)b’ barvici ukonceného 342 k]
4 . . Hello ovocné a rostlinné extrakty L
s malinami (koncentrét z Karotky 4. mesice 81 kcal
s vitaminem C a granatového jablka), kyselina
askorbova
5 Ovocna kapsicka Nestlé 70 % jable¢né pyré, 30 % ukoncéeného 203 kJ
jablko-merutika meruiikové pyré, vitamin C 6. mésice 48 kcal
40 % hm. merunkova dfen, voda,
Cvréek koieneckd 20 % hm. jable¢na dren, cukr,
0 , fruktozovy sirup (fruktoza, ukonceného 344 k]
6 vyZzZiva Hamé , , e <
s merutikami dextr.oza, maltdza), kukurlgny 4. mésice 81 kcal
modifikovany skrob, kyselina
citronova, kyselina askorbova
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4.1.2 Chemikalie

Standardy a chemikalie pouzité pti HPLC:

Acetonitril CHROMASOLV™ Plus >99,9%, Honeywell Riedel-de Haén™
Kyselina trifluorooctova 99%, ACROS Organics™, Belgie
Methylalkohol p.a., PENTA, CR

n-Hexan 99% p.a., PENTA, CR

Aloenin >95,0%, Supelco, Némecko

Apigenin 7-glukosid, Sigma-Aldrich, Némecko

e Daidzein >97%, Supelco, Némecko

e Epikatechin >97%, Supelco, Némecko

e Floridzin dihydrat >98,5%, Supelco, Némecko

e Genistein >97%, Supelco, Némecko

Hesperidin 80%, Sigma-Aldrich, Svycarsko

Katechin hydrat >98%, Sigma-Aldrich, Némecko
Kvercetin-3-glukosid >98%, Sigma-Aldrich, Némecko
Kyselina gallova 97,5-102,5%, Sigma-Aldrich, Cina
Kyselina chlorogenova >95%, Sigma-Aldrich, USA
Kyselina kavova >98%, Sigma-Aldrich, Némecko
Kyselina p-kumarova >98%, Sigma-Aldrich, Velké Britanie
Kyselina vanilinova 97%, Sigma-Aldrich, Cina
Naringenin >95%, Sigma-Aldrich, Némecko
Pelargonidin-3-glukosid chlorid >95%, Némecko
Resveratrol >99%, Sigma-Aldrich, Némecko

Chemikalie pouzité pii stanoveni celkovych fenolickych latek a flavonoidi:

e Folin-Ciocalteuovo &inidlo, Penta, CR

e Dusitan sodny p.a, LachNer, CR

e Hydroxid sodny, LachNer, CR

e Chlorid hlinity p.a, LachNer, CR

e Katechin, Sigma-Aldrich, Némecko

e Kyselina gallova, Sigma-Aldrich, Némecko
e Uhli¢itan sodny bezvodny p.a, LachNer, CR

Chemikalie pouzité pii PCR a elektroforéze:

e Agarosa pro rutinni pouZiti, Sigma-Aldrich, USA

e DNA standard 100 bp zebticek, Malamité, CR

e Eligene Plant DNA isolation kit, Elisabeth Pharmacon, CR

e FEthylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA), Serva, Némecko
e GelRed Nucleic Acid Stain, Biotium

e Kyselina borité, Penta, CR

e Nanaseci pufr Yellow load, Top-Bio, CR

e PCR ultra H>O, Top-Bio, CR

e Primery o uritych sekvencich (viz Tabulka 5), Elisabeth Pharmacon spol., CR
e gPCR 2x SYTO-9, Master Mix, Top-Bio

e Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze), Serva, Némecko
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Tabulka 5 — Primery pouZzité v této diplomové prdci

: . ' Tamnear | Tm roduk
Primery Sekvence (5' - 3") °C) °C) ? (bp)
. | ITS-S2F F | ATGCGATACTTGGTGTGAAT 54 337
£ | ITS-S3R 49
6] R | GACGCTTCTCCAGACTACAAT 57 547
ABP1A F | TATCTGAGGCTTCCAAATGC 50 55 300
[67] R | CACTGATATTCCTCACCACAGG 58
APXIB F | CTGGAGTTGTTGCTGTTGAGG s 59 673
[67] R | CTTTCCAGCATCAGGAAGACG 59 +12
%;’ APXIE F | GCATATCTGGTCTCGATTCTGC s 59 334
= | [67] R | CCCATAGAAACAACACCTACTGC 59
GAST1 F | GACAACATGCTTCACTTCTTGC 58
[67] R | TTAAGGACACTTGCGTTTGC 32 57 212
DFRIA F | GGCTCGTCATGAGACTCCTC 5 61 100
[67] R | TGTGGTAACTCCAGCAGATGTC 60 +196
AGS6 F | GAGTGGCCGATACCTGTTCT 60
[68] R | AATGATGGGTTTTGGGTGTG o 56 222
AGS9 F | AGGCATGTGTGTTTGACACC 59
o e8] R | AATGTGGACATGAAGCACCA 52 57 214
% AGSI8 F | CAATGGACGAGTAGGGGTGT . 60 | ..
2 [68] R | TTGGGTTTGGAGAGGTTTTG 56
AGS33 F | CACCCCCTCCCTCTCTTTTA 59
[68] R | CATGTTGGTCGATTTGTAGCC 52 57 186
AGS38 F | CATCATGTACGGAAGCACCA 5 58 508
[68] R | CCGTTGGACATTCCTTTTTC 55
FT MDP F | GCCAGCGAGGTTTCAACTTCTT 60,3
[69] R | TGCCGCAGTAGTTGCTGAATA > 60,3 234
MdJFKBP42 | F | TCGTCTCTTCAGGCTCGAAA s 57,3 43
[70] R | CATCTAAACTCCCTCCCGCA 59,4
£ | MdFkBP53 | F | GTTGGGGTTAACGGTATGCG 59,4
?é, [70] R | ACTCAAAAGTCGGAAGCGGA > 57,3 182
MAJFKBP65 | F | GATGACCATCGACAGCAAGG 54 59,4 110
[70] R | TGACAGATCCCAGGCTTTACA 57,9
MDP F | CCTCAGTTCTTCGGAATCCA 5 57,3 104
[71] R | CCAACTCCATCTTGACACCA 57,3
Ril F | CGAGTACGGTAACATGTCGAGTGC 5 64,4 )16
[72] R | TACTGAGGAGATCACCCAAGTGAAC 63,0
. EPpCU1830 | F | TGATGCAATTGGCACAAAGC 53 55,3 -
g [ [73] R | CCTATCACCACTTACTTCACTGC 60,6
g | Rilss F | CTACCTATTGTAAGGAATGGTGCCT 61,3
[74] R | TTCTGCATCCGAGATATCAAGTAGT 33 59,7 164
RiACO1 F | AATTGTTTGGAGCAGAGATTCAAGG 53 59,7 177
[74] R | AAACTCCTTCATCACCTTCCTGTAG 61,3
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Primer pair 1

Sequence (5'-=3) Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer TATCTGAGGCTTCCAAATGC 20 8549 4500 4.00 2.00
Reverse primer CACTGATATTCCTCACCACAGG 22 6820 5000 4.00 1.00

Preducts on target templates
>X91839 1 Fragaria x Ananassa DNA encoding for auxin-binding protein

preduct length = 300
Forward primer 1 TATCTGAGECTTICCRARR

Terplate 305 ......
Rewerse primer 1 CACIGATATICCT AEE 22
Terplate B04  tiiiinisarasranaranans 533

=XM_004290641.2 PREDICTED: Fragaria vesca subsp. vesca auxin-binding protein T85 (LOC101300303), mRNA

product length = 57
Forward primer 1 TATCIGAGGCTICCRRATGC 20
2

Terplate . 108

Rewverse primer 1 CRCIGATRTICCICRCCRCRAGE 22

Terplate 145 i Teveennnn 124

Obrazek 3 - Vysledek vyhledavani paru primerit ABP1A pomoci programu Primer Blast [84]

4.1.3 Pomiucky

e aPlastic™ SAMPLE qPCR 8-well strip tube LP 0,1C, Optical Caps, Elisabeth
Pharmacon, spol. s. 1. 0., Ceské republika
e Azure Imager c400-600, Azure biosystem
e Biosan DNA/RNA UV-CLEANER UVC/T-AR
e Centrifuga Z216 MK, Hermle, Némecko
e Combi-spin FVL-2400N, Biosan
e Exsikator s vyvévou membranovou, KNF Lab, USA
e formy na elektroforézu D2 a B2, Owl Separation systems, Inc., USA
e LightCycler Nano Real-Time PCR System, Roche,
vyhodnocovaci software: LightCycler® Nano Software 1.1
e Lyofilizator, Labconco (USA)
e Mikropipety Finnpipette F2, Thermo Fisher Scientific, USA
e Mikrovlnna trouba SMW 5020, Sencor
e Mini inkubator 230 V, Labnet, USA
e NanoDrop Spectrophotometer 2000, Thermo Scientific, USA
e Realtime PCR machine RotorGene 6000, Corbett Research, Australie
e Stolni mixér Blendic team ETA4011/10, ETA, Ceska republika
e SuSarna Binder FD 53, Binder
e Vahy KERN 440-33N, 200 digitalni
e Vahy analytické HR-120-EC, Helago, Ceska republika
e Vortex MS2 Minishaker, IKA, Works, NNC, USA
e Zdroj Enduro Power Supplies 300V, Labnet International, USA
e HPLC/PDA sestava:
Sestava HPLC Dionex UltiMate 3000 series, Thermo Scientific (USA)
PDA detektor Vanquish, Thermo Scientific (USA)
Autosampler Dionex UltiMate 3000, Thermo Scientific (USA)
Pump UltiMate, Thermo Scientific (USA)
Kolona Kinetex F5, 2,6 um, 4,6 x 150 mm, Phenomenex (USA)
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Uzivatelsky a vyhodnocovaci systém Chromeleon
e Lednice a mrazak k uchovani vzorkt DNA
e Mikrozkumavky Eppendorf
e Homogeniza¢ni kulicky
e Laboratorni sklo
e Chladici stojanek
e Pipety a Spicky
e Dalsi laboratorni pomtcky (sterilni buni¢ina, pinzeta...)

4.2 Metody

4.2.1 Priprava vzorki pro analyzu

Rostlinny material (jahody, merunky, maliny,
jablka) byl po nakoupeni pied samotnou ptipravou
vzorkll uchovavan v mrazdku pii-20 °C, aby se
zamezilo hnilobé. U jablka se objevilo hnédnuti
duziny a zméknuti pletiva po uchovavani v mrazaku
tzv. moucnatost.

Poté bylo ovoce rozmrazeno a nakrajeno na malé
kousky skalpelem, ktery byl pfedtim otfen sterilni
bunicinou s ethanolem. Tyto malé kousky byly bud’
rozmixovany napyré nebo byly uchovavany
pro dalsi praci ve sterilnich falkonkach v mrazaku. Obrazek 4 — Pouzité druhy ovoce
Totéz skladovani platilo i pro ovocné pyré.

Pro izolaci ovocné DNA byly vyuzity malé kousky ovoce. Pro pfipravu modelovych smési
ovocnych presnidavek byla vyuzita ovocna pyré. Bylo pfipraveno sedm modelovych smési
merunikovo-jablecného pyré, u kterych byly poméry meruikového pyré ku jable€nému pyré:
0:100, 10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50 a 100:0. Obdobné¢ byly piipraveny modelové smési
jahodovo-malinového pyré. Do centrifugacnich falkonek byly vzdy pfipraveny 4 gramy
modelové smési, coz znamenalo napf. u poméru 50:50 2 g meruiikového pyré a 2 g jableéného

pyré.

Z komercnich promichanych vzorkl bylo odebrano sterilni 1zici po 4 g do centrifugacnich
zkumavek (k analyzeTPC, TFC), dale po 1 g pro analyzu pomoci DNA. Pro HPLC analyzu
fenolickych latek bylo odebrano 15 ml vzorkti. Komer¢ni vzorky byly po otevieni uchovavany
v lednici pti 5 °C.

4.2.2 ,,Brief protocol“z kitu

K izolaci rostlinné DNA z plodti ovoce byl pouzit EliGene Plant DNA Isolation Kit. Postup,
mnozstvi vzorku a pouZzité objemy pufrii byly dodrZzovany dle navodu, ktery byl pfiloZzen
k tomuto kitu. Vzorky jednotlivého ovoce byly izolovany v tripletech a vzorky modelovych
smési a komercnich produktii byly izolovany pouze jednou, kvili vySs$i pofizovaci cené
1zola¢niho kitu. U komer¢nich vzorkt a nékterych meruiikovo-jableénych smésich byla izolace
DNA zopakovana. Pfi tom byl pro izolaci DNA pouZit sediment zbaveny tekuté slozky. Pokud
by totiz komer¢ni vzorky byly nafedéné vodou, ziskali bychom tak vys$si koncentraci rostlinné
hmoty, a diky tomu by i koncentrace izolované DNA mohla byt vyssi.
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K homogenizaci 0,05 g pfedem pfipravené¢ho rostlinného materidlu bylo pouzito 0,2 g
homogenizac¢nich kulicek a dale také kopist (soucast kitu) a homogenizacni puft, ktery slouzil
k rozmélnéni vzorku. Homogeniza¢ni pufr zabranoval degradaci nukleovych kyselin a také
pomahal odstranit proteiny a fenolické latky [75].

Dale nasledovala kompletni lyze bunék, které bylo docileno pomoci pufru obsahujici mimo
jiné dodecylsiran sodny (SDS). Vzorky s pufrem byly dany do vyhiatého inkubatoru (65 °C),
aby SDS netvotil bily precipitat [75].

Vzorky byly centrifugovany a k odebranému supernatantu byl pfidan pufr slouzici
k odstranéni inhibitord. Dochéazelo zde k vysrazeni organickych non-DNA a anorganickych
slozek (polysacharidy, fenolické latky a proteiny), které byly odstranény ze vzorkl
centrifugaci, protoze zlstaly soucasti peletu [75].

Supernatant byl odebran a k nému byl pfidan véazaci pufr obsahujici chaotropni soli, které
umoziuji zaroven vytvaret vazby se zdporn¢ nabitou DNA i se zdporn¢ nabitou silikatovou
membranou. Do mikrokolony byl davkovan supernatant, ktery byl poté centrifugovan. Béhem
centrifugace rostlinnd DNA pfilnula k silikdtové membrané a odstiedény roztok prochazejici
skrz membranu byl vylit [75].

Spin filtr byl pifemistén do nové mikrozkumavky a na membranu byl nanesen promyvaci
roztok na bazi ethanolu, ktery procistil navazanou DNA od necistot. Promyvani DNA navdzané
na silikatové membrané ve spin filtru se uskutecnilo celkem dvakrat.

VysuSeni membrany spin filtru od ethanolového zbytku se dosdhlo dvouminutovou
centrifugaci pfi vysokych otackach. VysuSenim membrany se zvySila vytéZznost DNA
v nésledujicim kroku [75].

K uvolnéni navazané DNA na membrané spin filtru slouzil elu¢ni pufr obsahujici 10 mM
Tris, kterd uvolnila navdzanou DNA a ta ptesla spolu s pufrem do Cisté zkumavky. DNA byla
uvolnéna diky tomu, Ze uz nebyly pritomny soli nebo ethanol [75].

4.2.3 Spektrofotometrické stanoveni rostlinné DNA

Koncentrace a Cistota izolované DNA byly zjiStény spektrofotometrickou metodou pomoci
pfistroje nanospektrofotometru Nanodrop 2000. Jako blank byl pouzit elu¢ni pufr (10 mM
Tris), ktery byl soucasti izolacniho kitu. Objem nandSeného vzorku nebo blanku na spodni
rameno piistroje byl vzdy 1,5 pl.

Z programu Nanodrop 2000 byly zjistény hodnoty koncentrace DNA a hodnoty poméra
absorbance A260/A280 a A260/A230, které vypovidaji o Cistoté vzork.

4.2.4 Priprava smési pro qPCR a multiplex qPCR

Ve sterilnim boxu byla pfipravena PCR smés bez pfiddni DNA podle nasledujici tabulky
(Tabulka 6). VSechny PCR reakce byly provadény s MasterMix SYTO-9 obsahujici
interkalacni barvivo. Celkovy objem vzorkli pro qPCR byl 25 pl a vzorky byly pipetovany
do specidlnich 0,2 ml mikrozkumavek urcenych pro PCR. Rozpipetovand PCR smés
pfed pfidanim DNA byla chlazena v kovovém stojanku, aby se zamezilo vzniku dimerQ
primerti. Ve druhém sterilnim boxu uréeném pro praci s DNA byla napipetovana DNA do vSech
mikrozkumavek obsahujici PCR smés kromé negativni kontroly.
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Tabulka 6 — Pouzité komponenty a objemy pro namichani PCR smési

Objem pouzitych komponent pro PCR smés (ul)
Komponenty PCR Multiplex PCR
PCR voda 9,5 6,5
qPCR 2x SYTO-9 12,5 12,5
primer F1 (10 pmol/pl) 1 1
primer R1 (10 pmol/ul) 1 1
primer F2 (10 pmol/pl) - 1
primer R2 (10 pmol/pl) - 1
matrice DNA 1 2(1+1)

4.2.5 Agarosova gelova elektroforéza produkti PCR

Byl ptipraven 1,2% agarosovy gel podle velikosti formy (0,84 g agarosy a 70 ml 0,5x TBE
pufru nebo 1,2 g agarosy a 100 ml 0,5x TBE pufru). V mikrovinné troubé byla suspenze
agarosy zahtata k varu celkem pétkrat, dokud nebyla agarosa zcela rozpusténa. Po ochladnuti
roztoku na teplotu mezi 60-70 °C bylo pfidano interkala¢ni barvivo GelRed v mnozstvi
odpovidajicim desetitisiciné objemu gelu. Gel byl pomalu nalit do formy. Poté byl vloZen
hiebinek, gel byl ponechan na rovné podlozce do zatuhnuti (cca 20 minut).

Z gelu byl opatrné vyjmut hiebinek a za sucha byly do jamek nandSeny vzorky a DNA
standard. Amplikony (produkty PCR reakce) byly smichdny s nanaSecim pufrem v poméru 5:1
(25 ul PCR produktu a 5 pul nandSecitho pufrll). Ztakto ptipravenych vzorki bylo
pro elektroforézu pouzito 15 pl. Délkového standardu bylo naneseno vzdy 5 pl.

Ke zjisténi velikosti amplifikovaného produktu slouzil velikostni DNA standard 100 bp
od firmy Malamite (CR). Tento Zebii¢ek obsahoval fragmenty DNA o velikosti: 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 bp, pfitom fragmenty o velikosti 500
a 1000 bp jsou vyraznéjsi nez ostatni (viz Obrazek 5). Do jamky bylo vzdy naneseno 5 pl
velikostniho standardu.

Obrazek 5 — Velikostni standard 100 bp, Malamite

V dalsim kroku byl gel s nanesenymi vzorky vloZen do elektroforetické vany a byl zalit 0,5%
TBE pufrem tak, aby hladina dosahovala alespon ptl centimetru nad samotny gel.
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Na zdroji bylo nastaveno napéti 60—80 V a elektroforéza trvala pfiblizn€ 2 hodiny podle
velikosti formy. Po ukonceni elektroforézy byl gel vlozen do transluminatoru (Azure c600)
a fluorescence byla detekovana v UV oblasti pti 302 nm. Gel byl vyfocen a vyhodnocen
pomoci programu AutoCad. V tomto programu byla zméfena vzdalenost, kterou dany fragment
DNA urazil od mista naneseni. Vzdalenost byla odecitdna ke spodni hranici bandu. Pomoci
programu Excel byla vypocitdna délka produktu z linearni rovnice sestrojené pro dva body
zebticku.

4.2.6 Ovéreni amplifikovatelnosti izolované DNA pomoci primera specifickych
pro ITS2 region rostlin

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA z plodu merunky, jahody a evropské boravky.
Amplifikace DNA trvala 35 cykld projahodovou a merutkovou DNA a 40 cykld
pro malinovou a jablkovou DNA podle nasledujici tabulky (Tabulka 7). Pro modelové smési
a komer¢ni vzorky byla amplifikace provedena také ve 40 cyklech. Po ukonceni PCR reakce
nasledovala analyza kiivek tani. Teplota byla postupné zvySovana od 50-99 °C s krokem 1 °C.

Tabulka 7 — PCR program pro univerzalni primery ITS2

odmink , . )
Krok Program jahoIZla + mer}tllﬁka podminky malina + jablko
Teplota (°C) Cas (s) Teplota (°C) Cas (s)
1. uvodni denaturace 95 300 95 300
2. Denaturace 95 30 95 30
3. hybridizace primeru 5646 30 56 —61 30
4. syntéza fetézce DNA 72 30 72 30
5. zaveérecnd elongace 72 300 72 300

Velikost produktli PCR byla ovétena pomoci gelové elektroforézy na 1,2% agarosovém gelu.
Na gel byl spolecné s amplifikovanou DNA nanesen i velikostni standard 100 bp (Obrazek 5).

4.2.7 Vybér vhodnych primeri specifickych pro jahodu

Sekvence primera specifickych pro jahodu i teplotni profil gPCR byl pifevzat z publikace
Sargent, 2006 [67] uvedenych v tabulce pouzitych primera (Tabulka 5). Smés pro PCR byla
namichéna podle nasledujici tabulky (Tabulka 6), kdy koncentrace primerti byla 400 nM.
Amplifikace byla provedena v 40 cyklech podle nasledujici tabulky (Tabulka 8).

Tabulka 8 — PCR program pro specifické jahodové primery

krok Program podminky
Teplota (°C) Cas (s)
1. uvodni denaturace 94 120
2. Denaturace 94 30
3. hybridizace primeru 5045 45
4. syntéza fetézce DNA 72 60
5. zaverecna elongace 72 300

Po ukonceni amplifikace byla provedena analyza kiivek tani, pfi niz byla postupné
zvySovana teplota od 50 °C do 99 °C s krokem 1 °C. Poté byly vzorky analyzovany pomoci
elektroforézy na 1,2% agarosovém gelu a jako velikostni standard byl pouzit 100 bp Zebiicek.
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4.2.8 Vybér vhodného jahodového primeru a optimalizace amplifikace DNA

Komponenty byly namichdny podle ptfedchozi tabulky (Tabulka 6) za pouZziti primert
ABP1A a APX1B o koncentraci 400 nmol/l. Amplifikace byla uskutecnéna ve 40 cyklech
a teplotni profil je uveden v nésledujici tabulce (Tabulka 9). Po ukonceni amplifikace byla
provedena analyza kiivek tani, pii které byla postupné zvySovana teplota od 50 °C do 99 °C
s krokem 1 °C. Pro ovéfeni velikosti byla amplifikovand DNA nanesena na 1,2% agarosovy
gel.

Tabulka 9 — Optimalizace PCR programu pro jahodové primery ABPIA a APXI1B

Krok Program A) podminky B) podminky
Teplota (°C) Cas (s) Teplota (°C) Cas (s)

1. uvodni denaturace 94 120 94 120

2. Denaturace 94 30 94 30

3. hybridizace primeru 65-60 45 65-55 45

4. syntéza fetézce DNA 72 60 72 60

5. zaveérecnd elongace 72 300 72 300

4.2.9 Vybér vhodnych specifickych primeri pro meruiikovou DNA

Sekvence primert specifickych pro merutiku i teplotni profil qPCR byl pievzat z publikace
Muiioz Sanz, 2016 [68].

Komponenty byly namichdny podle tabulky (Tabulka 6) akoncentrace primerti byla
400 nmol/l. Amplifikace byla provedena ve 40 cyklech podle nasledujici tabulky (Tabulka 10).
Po ukonceni zmnozeni DNA nasledovala analyza kiivek tani, pfikteré byla postupné
zvySovana teplota od 50 °C do 99 °C po 1 °C. Poté byly vzorky analyzovany pomoci
elektroforézy.

Tabulka 10 — PCR program pro specifické merunkove primery

krok program podminky
teplota (°C) ¢as (s)
1. uvodni denaturace 94 120
2. denaturace 94 30
3. hybridizace primeru 60-55 °C 45
4. syntéza fetézce DNA 72 60
5. zaverecna elongace 72 300

4.2.10 Vybér vhodné koncentrace meruikového primeru AGS6

Komponenty byly namichdny podle Tabulka 6, kdy koncentrace primert byla 400, 300, 200
a 100 nmol/l. Nastaveni programu PCR bylo totoZné jako v pfedchozi kapitole 0.

4.2.11 Vybér vhodnych specifickych primert pro malinovou DNA

Sekvence primeril specifickych pro malinu i teplotni profily qPCR byly pfevzaty z publikaci
Zheng, 2008; Vilanova, 2008; Fuentes, 2015 [72], [73], [74].

Komponenty byly namichdny podle tabulky (Tabulka 6) a koncentrace primerii byla
400 nmol/l.
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Amplifikace PCR smési pro malinové primery Ril8S a RiACOl byla provedena
ve 35 cyklech podle nasledujici tabulky a pro primery Ril a EPp CU1830 byla provedena
ve 37 cyklech. Poté nasledovala analyza kiivek tani, pfi niz byla vzorkiim postupné zvySovana
teplota od 50 °C do 99 °C s krokem 1 °C. Amplifikovand DNA byla nanesena na 1,2%
agarosovy gel.

Tabulka 11 — Program PCR pro specifické malinové primery

Krok Program Ril8S a RiIACO1 Ril a EPp CU1830
teplota (°C) cas (s) teplota (°C) ¢as (s)

1. uvodni denaturace 95 600 94 300

2. Denaturace 95 2 94 30

3. hybridizace primeru 65 15 58 30

4. syntéza fetézce DNA 72 25 72 30

5. zaverecna elongace - - 72 420

4.2.12 Vybér vhodnych specifickych primeri pro jablkovou DNA

Sekvence primert specifickych pro jablko i teplotni profily qPCR byly pievzaty z publikaci
(Zhang, 2016; Dong, 2018; Ma, 2018) [69], [70], [71].

Komponenty byly namichany podle tabulky (Tabulka 6) akoncentrace primert byla
400 nmol/l. Amplifikace DNA s FT MDP a MDP byla provedena ve 38 cyklech a pro jablecné
primery MD FKBP42, MD FKBP53 a MD FKBP65 byla provedena ve 40 cyklech podle
nasledujici tabulky (Tabulka 12). Po ukonceni amplifikace byla provedena analyza kiivek tani
postupnym zvySovanim teploty od 50 °C do 99 °C po 1 °C.

U amplifikované DNA byla zjisténa jejich délka elektroforeticky nanesenim na 1,2%
agarosovy gel.

Tabulka 12 — Program PCR pro specifické jablecné primery

Krok Program FT MDP a MDP MD FKB(42/53/65)
teplota (°C) ¢as (s) teplota (°C) ¢as (s)
l. uvodni denaturace 94 120 95 180
2. denaturace 94 30 95 10
3. hybridizace primeru 55 30 58 30
4. syntéza fetézce DNA 72 30 72 15
5. zavérecnd elongace 72 60 72 180

4.2.13 Test specificity zvolenych specifickych primeri - APX1B a AGS6

Koncentrace jahodového primerit APX1B byla 200 nM (coz je dostatecnd koncentrace
primeru). Byly pfipraveny vzorky s meruiikovou, jablkovou a malinovou DNA, pozitivni
kontrola a negativni kontrola. Teplotni profil gPCR a pocet cyklii byl totozny jako v pfedchozi
kapitole 4.2.8.

Koncentrace meruikového primeru AGS6 a teplotni profil qPCR byl totozny jako i pro test
specificity pro jahodovy primer APX1B (viz kapitola 4.2.12). K PCR smési byla pfidédna
jahodovéa, malinova a jablkova DNA a do pozitivni kontroly byla pfidana meruiikova DNA.

Po ukonceni amplifikace byla provedena analyza kiivek tani, pii které byla teplota postupné
zvySovana od 50 °C do 99 °C po 1 °C. Poté byly vzorky elektroforeticky analyzovany.
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4.2.14 Test specificity zvolenych specifickych primeri - Ril a RiIACO1

Koncentrace primertt v PCR smési byla 400nM. Amplifikace PCR smési s primerem Ril
byla provedena ve 37 cyklech a s primerem RiACO1 prob¢hla ve 35 cyklech podle nasledujici
tabulky (Tabulka 13). Poté byly zjiStény u amplikont teploty tani postupnym zvySovanim
teploty o 1 °C od 50-99 °C. U PCR produktii byla pomoci agarosové elektroforézy zjisténa
jejich délka.

Tabulka 13 — Teplotni profil amplifikace DNA s malinovymi primery

Podminky pro Ril Podminky pro RiIACOI1
krok Program teplota (°C) ’ cas (s) teplota (OC}), i ¢as (s)
1. uvodni denaturace 94 300 95 600
2. Denaturace 94 30 95 2
3. hybridizace primeru 60-55 45 60 15
4. syntéza fetézce DNA 72 60 72 25
5. zavereCna elongace 72 420 - -

4.2.15 Test specificity zvoleného specifického primeri FT MDP

Koncentrace jable¢ného primertt FT MDP v master mix byla 400 nM. Teplotni profil qPCR,
pocet cykli amplifikace aanalyza kiivek tdni byly totozné jako v kapitole 4.2.12.
Po amplifikaci byly vzorky naneseny na 1,2% agarosovy gel.

4.2.16 Multiplex PCR

Byly piipraveny celkem dva typy master mix se dvéma pary primerti. PCR smés obsahovala
celkem 4 pul primertia 2 pl DNA a celkovy objem pouzitych komponentti byl 25 pl (viz Tabulka
6). Postup ptipravy smési je uveden v kapitole 4.2.4.

Spolu byly pouzity jahodovy primer APX1B a malinovy primer RiIACO1. Pro multiplex
(duplex) PCR byly otestovany dva rtizné teplotni profily (viz kapitola 4.2.8 a 4.2.11).

U teplotniho profilu optimalizovaného pro jahodovy primer APX1B bylo nasedani primeru
pfi teploté¢ 6055 °C (touchdown) oproti teplotnimu profilu, ktery je uveden v kapitole 4.2.8.
U teplotniho profilu z kapitoly 4.2.11 byla proti pfedchozimu teplotnimu programu sniZena
teplota nasedani primeru na 55 °C.

Dohromady byly pouzity meruitkovy primer AGS6 a jablkovy primer FT MDP. Pro duplex
PCR byly otestovany dva odlisné teplotni profily (viz kapitola 4.2.9 a 4.2.12).

Pro multiplex PCR, kde byly amplifikovany modelové smési a komercnich vzorky byl
vybran teplotni profil uvedeny v kapitole 4.2.9.

4.2.17 VysokorozliSovaci analyza krivek tani (PCR-HRM)

VysokorozliSovaci analyza kiivek tani byla provedena s vicedruhovymi vzorky ovocné DNA,
u kterych nebylo mozné rozeznat teplotu tani amplifikovaného specifického produktu
pii analyze kiivek tani skrokem po1°C. Tyto vzorky byly opatrné piepipetovany
do specialnich zkumavek (detekce pies vicko) urcenych pro tuto analyzu.

Program pro analyzu kiivek tani (HRM) byl nastaven podle nasledujici tabulky (Tabulka 14).
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Tabulka 14 — Program pro vysokorozlisovaci analyzu kiivek tant

Program HRM

Pocatecni teplota 50 °C/ 1 min
Krok 0,01 °C/ 15
Konecna teplota 99 °C

Vyhodnoceni vysledkit HRM analyzy bylo provedeno pomoci sowtwaru LightCycler® Nano
Software 1.1. Analyza kifivek tani probihala tak, Ze po skonceni analyzy byly v daném
programu ru¢né oznaceny oblasti pikl pro jednodruhové ovocné DNA (vzorky 0:100 a 100:0).
Pomoci analyzy teplot tani byla nalezena ve zvoleném teplotnim intervalu nejvyssi teplota
prislusné kiivky tani. Analyzovany byly zkusebni duplex PCR s rozdilnymi teplotnimi profily
a dale také modelové smési a komer¢ni vzorky.

4.2.18 Charakterizace modelovych smési a komer¢nich vzorki

4.2.18.1 Stanoveni obsahu susiny

Centrifuga¢ni zkumavky (15 ml) a vicka byly pfedem vysuseny v exsikatoru a piesné
zvazeny pomoci analytickych vah. Do téchto zkumavek byly pfipraveny 4 gramy modelovych
smési nebo komer¢nich vzorkl. Vzorky byly zvazeny a centrifugovany pii 10 000 rpm po dobu
30 minut pfi laboratorni teploté. U modelovych vzorkli obsahujici jablko bylo nutné dobu
centrifugace prodlouzit o dalSich 5 minut, aby doslo k rozdéleni pevného a kapalného podilu.

Supernatant byl opatrné odebran pomoci pipet pro dalsi analyzy uvedené v nasledujicich
kapitolach. Zkumavky se sedimentem byly umistény do vyhiaté suSarny na 60 °C.
Po 66 hodinach byly vzorky zcela vysusené do konstantni hmotnosti a byly umistény
do exsikatoru a nasledovalo vdZeni na analytickych vahach. Hmotnost susiny byla vypocitdna
z rozdilt hmotnosti.

4.2.18.2 Analyza celkovych fenolickych litek

Mnozstvi celkovych fenolickych latek v modelovych ovocnych smésich bylo stanoveno
spektrofotometrickou metodou, ktera je zaloZena na reakci vzorku s Folin-Ciocaltauovym
¢inidlem. Tuto reakci lze spektrofotometricky sledovat diky modrému zabarveni, které vznika
v zésaditém prostredi. Jako standard byla zvolena kyselina gallova. Kalibra¢ni kiivka byla
piipravena ze zasobniho vodného roztoku o koncentraci 1 mg-ml™”. K sestrojeni kalibra¢ni
kiivky byly piipraveny roztoky kyseliny gallové v rozmezi koncentraci 0,1 az 0,7 mg-ml™.

Postup prace byl nésledovny: do zkumavek byly navdzeny 4 gramy ovocnych pyré, které
byly poté centrifugovany pii 10 000 rpm po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté.

Supernatant byl odebran do Cisté zkumavky a dale byl analyzovan. Pro samotnou analyzu
byly jahodovo-malinové vzorky ziedény pétkrat, merunikovo-jable¢né vzorky nebyly fedény
a komer¢ni vzorky byly zfedény dvakrat.

Do zkumavky byl napipetovan 1 ml destilované vody, 1 ml nafedéného roztoku Folin-

Ciocaltauova c¢inidla (1:9) a 50 ul vzorku (supernatantu). Obsah zkumavek byl promichan
a inkubovan 5 minut.

Poté byl k obsahu zkumavek pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Obsah
zkumavek byl pofadné promichéan a 15 minut byl inkubovan.

Po ¢tvrt hodin€ byla prométena absorbance vzorki pii vinové délce 750 nm, kdy jako blank
slouzil vzorek, kde bylo pouzito 50 pl destilované vody misto 50 pl vzorku.
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4.2.18.3 Analyza celkovych flavonoidii

Celkového mnozstvi flavonoidl v ovocnych smésich bylo stanoveno spektrofotometricky.
Tato metoda je zaloZena na reakci vzorku s dusitanem a hlinitou soli. Zménu zbarveni roztoku
dusitanu sodného s hlinitou soli 1ze sledovat spektrofotometricky. Jako standard byl zvolen
katechin, u kterého byl piipraven zasobni vodny roztok o koncentraci 1 mg-ml™!. Kalibraéni
kiivka katechinu se pohybovala v koncentraénim rozmezi mezi 0,05—-,3 mg-ml.

K analyze celkovych flavonoidil ve vzorcich byly pouZity totozné supernatanty i fedéni jako
v ptedchozi kapitole (viz 4.2.18.2).

Do zkumavky bylo napipetovdno 100 pl vzorku (supernatantu), 300 ul destilované vody
a 40 pl 5% roztoku dusitanu sodného. Obsah zkumavky byl promichdn a 5 minut inkubovan.

Poté bylo do zkumavky ptidano 40 pl 10% roztoku chloridu hlinitého. Zkumavka byla znovu
promichéana a po 5 minutach bylo do ni ptidano 300 pl 5% roztoku hydroxidu sodného a 200 pl
destilované vody. Zkumavka byla potadné promichéna a 15 minut byla inkubovéna.

Absorbance u takto ptipraveného roztoku byla proméfena proti slepému vzorku pii vinové
délce 510 nm. Slepy vzorek byl pfipraven obdobné jako ostatni vzorky, jen 100 pl vzorku bylo
nahrazeno destilovanou vodou.

4.2.19 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vzorky pro HPLC byly pfipraveny sto¢enim modelovych a komer¢nich pyré pii 10 000 rpm
po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Po sto¢eni vzorkl byly ze vzniklého supernatantu
odebrany 3 ml, které miiZzete vidét na obrdazku (Obrazek 6). Pfed samotnou piipravou
methanolovych extraktii byly tyto vzorky (supernatanty) béhem dvou dnl vysuSeny pomoci
lyofilizatoru. Tento krok mél zajistit vyssi koncentraci fenolickych latek.

Obrdzek 6 —Supernatanty merunikovo-jablecné, uprostred jahodovo-malinové a komercni smési

Do 15 ml zkumavky s lyofilizovanym vzorkem byly napipetovany 2 ml n-hexanu. Tato smé&s
byla diikkladn¢ promichana a protiepavana po dobu 5 minut. Dale byl pfidan 1 ml methanolu,
vzorky byly kratce protfepany a inkubovany 5 minut pfi laboratorni teploté. Po uplynuti
5 minut byly vzorky zcentrifugovany 4400 x g po dobu 3 minut. Dolni methanolova faze byla
opatrné odpipetovana do Cisté vialky, ktera byla vloZzena k analyze do autosampleru.

K zjisténi ptitomnosti fenolickych latek v ovocnych vyzivach byla vyuzita HPLC sestava
Dionex UltiMate 3000 od firmy Thermo Fischer Scientific s PDA detektorem. Latky byly
detekovany pfii vlnovych délkach 260 nm, 280 nm, 300 nm a 680 nm. Analyza probihala
na koloné€ Kinetex F5 o rozmérech 150 x 4,6 mm, kterd byla umisténa v termostatu nastaveném
na 35 °C. ProlepSi separaci byla vyuzita gradientova eluce s pratokem mobilni faze
0,4 ml-min™!. Jako mobilni faze v HPLC kvalité byly pouzity: faze A skladajici se z 0,1%
vodného roztoku (miliQ) kyseliny trifluoroctové a faze B skladajici se z acetonitrilu.
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Gradientova eluce pro davkovani mobilnich fazi byla uskute¢néna s nasledujicim ¢asovym
harmonogramem: 10 % B, 0-5 min; 12-25 % B, 5-10 min; 25-40 % B, 10-15 min; 40-55 % B,
15-20 min; 55-70 % B, 20-22 min a nakonec 70-10 % B, 22-30 min.

Pomoci autosampleru bylo davkovano 20 pl vzorku. Termostat byl vyhiat na teplotu 35 °C
adoba analyzy trvala 30 minut. Vysledna data byla zpracovdna a vyhodnocena pomoci
programu Chromeleon. Identifikace a kvantifikace jednotlivych fenolickych latek byla
provedena s vyuzitim komercné zakoupenych standardt.

36



4.3 Vysledky a diskuze

Predlozend diplomova prace byla zaméfena na vybér vhodnych specifickych primert
pro detekci jahodové, merunkové, jablecné a malinové DNA. V této praci byla snaha o vybér
a pfipadnou optimalizaci programu PCR, aby vybrané specifické primery mohly byt pouzity
ve dvojicich pro duplex PCR.

Déle byly pfipraveny dvouslozkové ovocné smési, které mély slouzit jako modelova pyré.
Bylo vytvoieno celkem sedm jahodovo-malinovych pyré a sedm merunikovo-jable¢nych pyré.
Tyto modelové smeési slouzili k zjisténi funkcénosti metody a k porovnani s komercnimi
détskymi vyzivami. Celkem bylo vybrano Sest komer¢nich détskych vyziv s riznym podilem
ovocné slozky.

Pro charakteristiku modelovych a komer¢nich vzorkii slouzilo stanoveni obsahu suSiny,
celkovy obsah fenolickych latek a celkovy obsah flavonoidi. Dale byly pomoci HPLC
detekovany vybrané fenolické latky ve vzorcich. Tyto metody slouzily jako srovnavaci metody
k navrzené duplex PCR.

4.3.1 Koncentrace a Cistota izolované rostlinné DNA

Koncentrace izolované ovocné DNA byly namétené pomoci NanoDropu. Postup méteni je
uveden v kapitole 4.2.3.

Tabulka 15 — Namérené koncentrace a cistota ovocné DNA

DNA Vzorek | koncentrace ¢ (ng/ul) 260/280 260/230
1. 3,80 2,19 0,88
) 2. 4,90 2,06 1,18
jahoda
3. 4,40 2,29 1,35
prameér 4,37 £0,55 2,18+0,12 1,14+ 0,24
1. 1,20 1,51 0,43
y 2. 0,60 1,26 0,26
meruiika
3. 0,90 1,52 0,40
priamér 0,90 + 0,30 1,43 £0,15 0,36 + 0,09
1. 18,60 10,15 0,41
. 2. 8,50 2,09 1,31
malina
3. 9,50 2,35 1,10
prameér 12,20 + 5,57 4,86 +4,58 0,94 + 0,47
1. 2,60 1,91 0,54
2. -
jablko 1,00 0,31
3. 0,80 10,15 0,41
prameér 1,47 £ 0,99 4,02 +5,39 0,42 +0,12

Jak je patrné z tabulky (Tabulka 15), tak koncentrace ovocné DNA se pohybuji v fadu
jednotek nanogramt na mikrolitr. I kdyz se jednalo o triplikaty, tak naméfené koncentrace se
od sebe liSily pfedevSim u malinové DNA. Tento rozdil byl pravdépodobné zplisoben tim,
Ze soucasti rostlinného vzorku byla kromé duZniny i slupka asemena (jahoda, malina).
Diky tomu nebylo dosaZeno tGplné homogenizace vzorku.

Abnormalni poméry (jiné nez 1,8 pro DNA) absorbanci 260/280 indikuji vétSinou
kontaminaci vzorku proteinem nebo n&jakym ¢inidlem pouzitym pfi izolaci DNA.
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U meruiikové DNA je pomér absorbanci 260/280 nizsi nez 1,8, coz indikuje piipadné
zneCisSténi napt. bilkovinami nebo jinymi latkami absorbujicimi okolo 280 nm.
Pravdépodobnym vysvétlenim je velmi nizka koncentrace nukleovych kyselin, kterd je nizsi
nez 10 ng/ul. Pokud by byla hodnota poméru 260/280 nizsi pouze o 0,2—0,3, tak by to mohlo
byt zptisobeno kyselym pH vzorku [76].

Ostatni vzorky malinové, jahodové a jablecné DNA maji vyssi hodnotu poméru absorbanci
260/280 nez 1,8. Vysoké hodnoty tohoto poméru 260/280 by nemély naznalovat takovy
problém jako kdyz jsou detekovany nizsi hodnoty. Jestlize je pomér absorbanci vyssi nez 1,8
pouze o 0,2—-0,3, tak to mtize byt zpisobeno zasaditym pH vzorku [76].

Pro dalsi praci se jevi jako vhodné vzorky: 2. vzorek jahodové DNA., 1. a 3. vzorek
merunikové DNA, 2. vzorek malinové DNA 1. vzorek jablecné DNA.

Nasledujici tabulka obsahuje namétfené hodnoty koncentraci DNA u modelovych smési
a u komer¢nich ovocnych vyziv U vzorki, u kterych nebyla potvrzena amplifikovatelnost
izolované DNA pomoci primert specifickych pro ITS2 region rostlin, byla izolace zopakovéana.
DNA byla izolovana ze sedimentu, ktery vznikl centrifugaci vzorku (10 000 rpm, 30 minut,
pti pokojové teploté). Z nc¢ho bylo odebrdno 50 mg pro izolaci. Naméfené koncentrace
s poméry absorbanci jsou uvedeny protyto vzorky v zévorce. A tato izolovand DNA
ze sedimentu byla pouzita pro dalsi analyzy.

Jak lze vidét v nasledujici tabulce (Tabulka 16), tak izolace ovocné DNA ze sedimentu
pomohla piedev§im komerénim vzorkim, ukterych se zvySila naméfend koncentrace,
ale ovlivnilo to i ¢istotu izolované DNA.

Tabulka 16 — Namérené koncentrace a cistota izolované DNA

DNA Vzorek | koncentrace ¢ (ng/ul) 260/280 260/230
100:0 1,8 2,43 0,30
50:50 1,6 1,68 0,40
merutika 40:60 2,5(1,3) 1,71 (2,49) 0,35 (0,34)
a 30:70 2,6 (0,7) 1,15 (2,31) 0,41 (0,3)
jablko 20:80 2,2 (3,5) 1,97 (3,73) 0,51 (0,33)
10:90 2,2 (1,7) 1,86 (2,6) 0,35 (0,29)
0:100 1,3 1,70 0,33
100:0 10,3 1,88 0,90
50:50 8,2 2,21 0,70
jahoda 40:60 11,0 2,08 0,96
a 30:70 7,2 1,80 0,67
malina 20:80 8,5 2,00 0,81
10:90 7,0 1,83 0,86
0:100 10,5 1,86 0,95
1 1,8 (3,6) 2,61 (1,85) 0,54 (0,37)
2 3,6 2,02 0,51
komeréni 3 2,1(2,5) 1,52 (2,19) 0,32 (0,34)
vzorky 4 1,3 (3,2) 1,83 (1,66) 0,34 (0,49)
5 1,2 (2,1) 1,87 (2,24) 0,28 (0,47)
6 1,0 (2,7) 2,82 (2,33) 0,33 (0,43)
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Modelové smési meruikovo-jableéné DNA se pohybovaly od 1,3 do 2,6 ng/ul, coz odpovida
pfiblizné i koncentracim DNA zjisténé u Cist¢ meruniky a jablka. VétSina vzorkl se da
povazovat za Cisté podle poméru A260/A280.

U 100% meruiiky je pomér absorbanci vyssi nez 1,8, coz muze indikovat znecisténi RNA, to
muze byt zpuisobeno nizkou koncentraci vzorku, piikteré se vyskytuje vyssi chybovost.
Pro merunku s jablkem 30:70 byl pomér stanoven na 1,15, coz je nizsi hodnota nez 1,8,
coz sveédcCi napf. o pritomnosti proteinl ve vzorku.

Modelové jahodovo-malinové smési mély celkové vysSi koncentrace nez predchozi
meruiikovo-jablecné smési, coz taktéz piiblizn¢ odpovidd naméfenym koncentracim
pro jahodovou a malinovou DNA. Z poméru absorbanci 260/280 se d4 usuzovat, ze se jedna
o Cisté vzorky, kromé vzorku 50:50, ktery by mohl obsahovat napi. RNA.

Komer¢ni vzorek 3 — Hipp (jablko, jahoda, bandn, malina) mél index 260/280, coz svédci
o kontaminaci proteiny. Vzorky 1 — Hello (jablko, jahoda), 2. — Sunarek (jablko, jahoda)
a 6 — Cvrcek (merunika, jablko) mély pomér absorbanci A260/A280 vyssi nez 1,8, z ¢ehoz
lze usuzovat bud’ chybu méfeni pfistrojem z divodu nizké koncentrace, ptfitomnost RNA
nebo pritomnosti jinych slouc¢enin absorbujicich pii 260 nm.

Vsechny modelové smési i komeréni vzorky mély pomér absorbanci A260/A230 nizsi
nez 1,8 coz svéd¢i o kontaminaci solemi nebo rozpoustédly.

4.3.2 Ovéreni amplifikovatelnosti izolované DNA pomoci primeri specifickych
pro ITS2 region rostlin

4.3.2.1 Ovéieni amplifikovatelnosti izolované DNA 7 ovoce

Vysledky amplifikace ¢isté ovocné DNA a postup amplifikace je uveden v kapitole 4.2.6.

Z tvaru amplifikacnich ktivek je patrné, Ze obé negativni kontroly byly ¢isté, a specifické
PCR produkty byly detekovany v obou pozitivnich kontrolach, i ve vSech vzorcich izolované
DNA. Fluorescence byla nejvyssi u malinové DNA, kdy amplifika¢ni kiivka dosla az do faze
plato. Uéinnost amplifikace jahodové DNA byla skoro 75 %, u meruiikové DNA byla o néco
malo niZs8i a nejmensi byla u jable¢né DNA (20 %). Z uvedenych vysledki 1ze usoudit, Ze DNA
1zolovana z jahod, merunék a jablek obsahovala latky, které¢ Castecné inhibuji PCR, ptficemz
pti amplifikaci DNA izolované z jablek se inhibice projevila nejvyrazngji.
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Obrdzek 7 — Amplifikacni krivky jahodové a meruiikové DNA; NK — ¢ernd, PK — zelend,
jahoda — modra, meruitka — Cervenda
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Obrazek 8— Kiivka tani jahodové a merunkové DNA; NK — cernad, PK — zelena,
jahoda — modra, meruitka — cervend

Z tvaru kiivky tani vzorku 3 (jeden z izolath DNA zjahody) a z vysledkii elektroforézy
(Obrazek 11) vyplyva, ze vzorek 3 bud’ neobsahoval DNA, nebo byl natolik kontaminovan,
ze doslo k uplné inhibici amplifikace.
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Obrazek 9 — Amplifikacni kiivka malinové a jablecné DNA; NK — cernd, PK — zelend,
malina — modra, jablko — cervena
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Obrazek 10— Krivka tani malinové a jablecné DNA; NK — ¢erna, PK — zelend, malina — modrd,
jablko — cervena
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Z gelu je patrné, ze meruiikova a jablkova DNA tvoftila dvojband, optimalizaci teplotniho
profilu by se dalo ovlivnit to, aby vznikal pouze jeden specificky produkt. V negativni kontrole
byly detekovany pouze dimery primerti. VSechny amplifikované vzorky DNA mély délku
fragmentu od 315 do 485 bp a presnéjsi hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka
17). Tyto délky fragmenti piiblizné odpovidaji hodnotdm uvadénym v literatuie.

Tabulka 17 — Délka fragmenti amplifikované DNA pomoci primerii specifickych pro ITS2 region

ovocna DNA meruiika Jahoda malina jablko
délka fragmentu [bp] 349 (315) 329 426 485 (400)

Z NK PK merurnika jahoda malina

Obrazek 11 — Elektroforéza ITS2 primery s merurnikovou, jahodovou, malinovou a jablkovou DNA

4.3.2.2 Ovéieni amplifikovatelnosti izolované DNA 7 modelovych a komercnich vzorki

Ovéfeni aplifikovatelnosti izolované DNA z modelovych jahodovo-malinovych smési.
Postup amplifikace je uveden v kapitole 4.2.6.
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Obrazek 12 — Amplifikacni krivky jahodovo-malinovych modelovych smési; NK — cernd,
PK, jahoda — zelend, 100:0 — tm. cervena, 50:50 — Cervena, 40:60 — oranzova, 30:70 — Zlutd,
20:80 — riizova, 10:90 — fialova, 0:100 — modra
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Vsech sedm modelovych jahodovo-malinovych vzorkd se tuspé$né amplifikovalo.
U amplifikacnich kiivek lze vidét zvySujici se ucinnost amplifikace od ¢isté jahodové DNA
(100:0) az k cisté malinové DNA (0:100). Modelova smés s koncentraci 40:60 (oranzova
kiivka) se jako jedind vymyka tomuto trendu. To bylo pravdépodobné zplisobeno vyssi
koncentraci, nez mély ostatni modelové vzorky obsahujici vysSi procentudlni zastoupeni
malinové DNA.

Dale lze pozorovat u jahodové DNA, tedy v pozitivni kontrole (zelend) i ve vzorku 100:0,
vznik specifického produktu pfiteploté 93,4 °C. Tento pik se se zvySujicim zastoupenim
malinové DNA (uz od poméru 50:50) ztraci a kiivka tani se vice podoba kiivce tani
pro malinovy amplikon.

V negativni kontrole vznikly pravdépodobné dimery primerii a néjaky nespecificky produkt,
ktery mél teplotu tani okolo 75,5 °C.
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Obrazek 13— Krivky tani jahodovo-malinovych modelovych smési; NK — ¢ernd, PK, jahoda — zelend,
100:0 — tm. cervena, 50:50 — cervena, 40:60 — oranzova, 30:70 — Zluta, 20:80 — riizova,
10:90 — fialova, 0:100 — modra
Ovéteni amplifikovatelnosti izolované DNA z meruiikovo-jablecnych modelovych smési:
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Obrazek 14 — Amplifikacni krivky merunikovo-jablecnych modelovych smési; NK — cernd,
PK, evropska boruvka — zelena, 100:0 — tm. zZlutd, 50:50 — cervenda, 40:60 — modra, 30:70 — fialova,
20:80 — oranzova, 10:90 — tyrkysova, 0:100 — seda
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Vsechny modelové smési se uspesné amplifikovaly. [zolovana DNA pro cisté jablko (0:100,
Sedd) a vzorek s pomérem 30:70 mély velmi podobnou fluorescenci i kiivky tani. PCR smés
obsahovala vzdy 1 pl izolované DNA, kdy jeji koncentrace se pohybovala od 0,78
do 6,18 ng/ul. I ptes amplifikaci DNA bylo kvili nizké koncentraci a ptitomnosti kontaminantti
inhibujici PCR reakci problematické detekovat danou DNA pii qPCR ipoté na gelu
po ukonceni elektroforézy.

Pozitivni kontrola obsahovala izolovanou DNA z evropské bortvky. Zajimavosti je, Ze se jeji
teplotni kiivka podoba malinové DNA. U NK pravdépodobn¢ vznikly dimery primert.
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Obrazek 15 — Krivky tani meruiikovo-jablecnych modelovych smési; NK — cernd,
PK, evropska boruvka — zelena, 100:0 — tm. zlutd, 50:50 — cervend, 40:60 — modra, 30:70 — fialova,
20:80 — oranzova, 10:90 — tyrkysova, 0:100 — seda

Ovéteni amplifikovatelnosti izolované DNA z komer¢nich smési, kde vzorky 1, 3,4, 5a 6
byly izolovany ze sedimentu po centrifugaci a uvzorku 2 byla dostatecnd koncentrace
uz po prvni izolaci pfimo z ovocného pyré.
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Obrdzek 16 — Amplifikacni krivky komercnich vyziv; NK — cerna, PK, evropska boriivka — zelend,
vzorek 1 (Hello, jablko+jahoda) — Cervena, vzorek 2 (Sunarek, jablko+jahoda) — modra,
vzorek 3 (HiPP, jablko+jahoda+bandn+malina) — fialova, vzorek 4 (Hello, jablko+malina) — Zluta,
vzorek 5 (Nestlé, jablko+meruinika) — rizova, vzorek 6 (Cvréek, merurnika+tjablko) — tyrkysova
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Obrazek 17 — Amplifikacni krivky komercnich vyziv; NK — cerna, PK, evropska boriivka — zelend,
vzorek 1 (Hello, jablko+jahoda) — cervena, vzorek 2 (Sundrek, jablko+jahoda) — modra,
vzorek 3 (HiPP, jablko+jahoda+banan+malina) — fialova, vzorek 4 (Hello, jablko+malina) — Zluta,

vzorek 5 (Nestlé, jablko+meruiika) — rizova, vzorek 6 (Cvréek, merurnika+tjablko) — tyrkysova

Vsechny komerc¢ni vzorky se amplifikovaly. Nejlépe se amplifikoval vzorek 2, poté vzorek
5 avzorek 1. Komeréni vzorky 3, 4 a 6 mély jen o néco malo vyssi fluorescenci nez NK,
dokonce mély nizsi fluorescenci nez Cisté jablko (modelova smés merunka:jablko, 0:100). Co
se tyCe jejich kiivek tani, tak hodnoty byly jen onéco mdlo vys$i nez NK. NejvétSim
ptekvapenim byl vzorek 3, ktery se nejhiife amplifikoval ze vSech komer¢nich vzorkt, i kdyz
mél obsahovat 100 % ovoce. Mohlo to byt zplsobeno izolaci nedostate¢né ¢isté DNA nebo
pritomnosti slou¢enin inhibujici amplifikaci DNA nebo jen chybou pfi ptipravé PCR smési.

Pro dal$i analyzu se specifickymi primery pfi multiplex PCR bylo vhodné pouzivat vyssi
koncentraci izolované DNA k analyze, a proto byly pouzity 2 ul izolované DNA, kdy celkovy
objem PCR smési byl 25 pl.

V nasledujici tabulce jsou uvedeny namétené hodnoty délky amplifikovanych fragmentt.
Pomoci symbolu plus (+) je oznacCend detekce produktu. Pokud vzorky nebyly vibec
detekovany, tak je v tabulce uveden symbol minus ().

U modelovych jahodovo-malinovych smési byly detekovany dva bandy, u nichZ ten vice
vyrazny byl pravdépodobné specificky produkt a je oznacen v tabulce tucné. Ten méné vyrazny
byl vzdy kratsi a objevoval se u vSech sedmi vzorkl i u pozitivni kontroly (jahodové DNA).
Vzorek s pomérem 40:60 byl velmi podobny se vzorkem c¢isté maliny (0:100). Kromé tohoto
vybocujiciho vzorku §lo pozorovat trend, kdy se zvySujici se koncentraci malinové DNA se
sniZzovala délka fragmentu. Velikost fragmentl se pohybovala od 357-431 bp pro specificky
amplikon. Velikost menSiho fragmentu se pohybovala od 308-320 bp.

U modelovych merunikovo-jablecnych smési byly detekovany také dva bandy, velikost téchto
fragmenti DNA byla o néco vétsi nez u jahodovo-malinovych smési. Také byly méné vyrazné
na gelu diky niz$i koncentraci DNA. Oznaceni je totozné jako u piedchozi modelové smési.
U téchto modelovych smési byl sledovan trend sniZujici se fluorescence v zavislosti na snizujici
se koncentraci meruiikové DNA. Délka vétsiho z fragment se pohybovala od 412-443 bp
a toho mensiho od 341-383 bp.

U komercnich smési se nepodatilo viibec detekovat komeréni vzorky 4 a 6. Velmi slabé se
daly detekovat vzorky 1, 3 a 5. U téchto vzorki byly také pfitomny dva bandy, i kdyz ten mensi
produkt amplifikace byl pravdépodobné ptfitomen ve velmi malé koncentraci. Nejvetsi
fluorescenci mél vzorek 2, coz korelovalo s amplifika¢ni kiivkou tohoto vzorku.
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Jakou ovocnou DNA obsahovaly komeréni vzorky nelze pomoci tohoto paru primert urcit a je
nutné pouzit specifické primery pouze pro jeden druh ovoce.

+, ++, +++ detekce produktu PCR o riizné intenzite fluorescence, — produkt nebyl detekovain

Tabulka 18 — Vysledky elektroforézy na 1,2% agarosovém gelu;

vzorek délka fragmentu [bp] | fluorescence
o 100:0 431 (320) ++ (4)
= 50:50 421 (320) +++ (+)
E 40:60 357 (308) -+ (4)
3 30:70 394 (316) - (1)
2 20:80 380 (320) - (1)
1 10:90 374 (317) +H+ (+)
0:100 357 (313) +++ (1)
° 100:0 434 (354) ++ (4)
= 50:50 412 (347) ++ (+)
3, 40:60 419 (354) ++ (+)
s 30:70 425 (341) + ()
E 20:80 443 (383) +(+)
g 10:90 430 (379) + (+)
0:100 430 (379) +(+)
1 493 (397) + (+)
: 198 o7} 5
O =
2 5 479 (332) +
6 — —

4.3.3 Vybér vhodnych specifickych primeri pro jahodovou DNA

Postup vybéru vhodnych specifickych primert pro jahodovou DNA je uveden v kapitole
4.2.7.
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Obrdazek 18 — Amplifikacni kiivka pro specifické primery jahody,
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Obrazek 19 — Krivka tani specifickych primerii jahody; ABP14 NK — ¢erna, ABP1A — cervend,
APXIB NK — tm. zelena, APX1B — modra, APXIE NK — rizova, APXIE — tyrkysovad,
GASTI NK — tm. fialova, GASTI — fialovd, DFR1A NK — hnéda, DFRIA — sv. rizovd

Z amplifika¢nich ktivek je patrné, Ze ucinnost reakce byla nejvyssi u primertt APX1B (80%),
a ze tvaru ktivek tani je patrné, Ze pti amplifikaci DNA zjahod s vyuzitim téchto primert
vznikalo nejméné nespecifickych produkti. Ktivka tdni mé maximum pfi 82,2 °C.

Druhym vhodnym kandidatem byl primer ABP1A, u kterého fluorescence vystoupala pouze
k 50 % a kiivka tani méla $ir§i nabéh na pik a detekovany PCR produkt mél Tm 80,7 °C.

U ostatnich tfech primerti dochézelo na konci ke zvednuti negativni kontroly. Kfivky tani
u primerdt DFR1A a GAST1 jsou neuspokojivé a vypada, ze vznikaly nespecifické produkty
a ani U¢innost amplifikace nebyla pfili§ vysoka.

Dal$im vhodnym primerem se zda APX1B, ktery mé hezkou kfivku tdni s malym néb&hem,
ale zase obsahuje vice dimert primert.

Tabulka 19 — Namérené hodnoty pro specifické produkty

ABPIA APX1B APXIE GASTI DFRIA
teplota tani Tm [°C] 80,7 82,2 75,2 91,4 82,7
délka fragmentu [bp] 301 568 (492) 411 335 210

Obrdazek 20 — Elektroforéza na 1,2% agarosovém gelu se specifickymi primery pro jahodovou DNA

Z obrazku vyplyva, ze nejlépe vysel primer ABP1A, kde vznikl jeden specificky produkt
a u negativni kontroly nebyly pfitomny zadné dimery primerti. Primérna velikost fragmentu
DNA se pohybovala kolem 301 bp, coz odpovida velikosti fragmentu uvedeného v publikaci.
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U primeru APX1B vypada, Ze vzniklo vice produktl reakce a taky dimerti primerQ. Proto je
nutnd optimalizace programu pro amplifikaci DNA. Délka fragmentu DNA je pies 568 bp
(az k 800 bp) a délka kratsiho fragmentu je okolo 492 bp. Délka fragmentu se lisi od hodnoty
nalezené pomoci programu Primer-Blast.

U primeru APX1E byla nejmensi fluorescence a svétla oblast na gelu odpovidala velikosti
fragmentu od 200 bp nize. Pravdépodobné se jedna o dimery primert. Velikost fragmentu DNA
se pohybovala okolo 411 bp, coz je vyssi hodnota o 77 bp nez je uvedena v literature.

Pro primer GAST1 byly u negativni kontroly i vzork patrné opét dimery primert jako
u primeru APX1B ale v mensi mife. Vzorky obsahuji jeden specificky produkt okolo 335 bp
a negativni kontrola byla Cista.

Primer DFR1A ma negativni kontrolu ¢istou jen s pfitomnymi dimery primert. Jedna se
o nejkratsi specificky produkt ze vSech pouzitych specifickych primera pro jahodovou DNA.
Jeho velikost se pohybovala okolo 210 bp.

Pfi porovnani dat z amplifikacnich kiivek, kifivek tdni a bandl, detekovanych na gelu
po elektroforéze, se zdaly primery GAST1 a APX1E nevhodné pro dalsi praci. Divodem je to,
ze primer GAST1 nema hezkou kiivku tani a Ze vznikaji nespecifické produkty a dimery
primerd. U primeru APX1E byly pfitomny v negativni kontrole i u vzork dimery primerd.
Specificky produkt byl u vzorkii velmi $patné detekovatelny kvili slabé fluorescenci bandi.

4.3.4 Vybér vhodného jahodového primeru a optimalizace amplifikace DNA
A) Teplotni profil viz kapitola 4.2.8
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Obrazek 21 — Amplifikacni kiivka pro specifické jahodové primery ABP14 a APXI1B
ABPI1A NK — ¢erna, ABP1A — cervena, APX1B NK — hnéda, APXIB — modra

Negativni kontroly vySly hezky bez pfitomnosti dimeri primerd. Primer APX1B dosahl vyssi
intenzity fluorescence (58 %) nez primer ABP1A (40 %). Z kiivek tani Ize také usoudit, ze
vhodnéjsi pro dalsi praci je primer APX1B, protoze mé Stihlejsi a uzsi specificky pik s kratSim
nab¢hem. Tento primer ma vétsi fragment a tvoii dvojpik, coZ miiZze byt problematické pro dalsi
praci, proto bude bran v potaz i druhy primer a budou upraveny podminky PCR. Detekovany
PCR produkt primeru ABP1A mél teplotu tani pfi 82 °C a primer APX1B ji mél troSku vyssi
pti 82,3 °C.
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Obrazek 22 — Krivka tani pro specifické jahodové primery ABP1A4 a APXI1B
ABPI1A NK — ¢erna, ABP1A — cervena, APXI1B NK — hneda, APX1B — modra

B) Teplotni profil viz kapitola 4.2.8
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Obrazek 23 — Amplifikacni kiivka specifickych jahodovych primerit ABPIA a APXI1B
ABPI1A NK — ¢erna, ABPI1A — cervena, APX1B NK — hnéda, APX1B — modra
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Obrazek 24 — Krivka tani specifickych primeriit ABP1A a APXI1B
ABPIA NK — erna, ABPI1A — cervenda, APX1B NK — hnéda, APX1B — modra
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Negativni kontrola byla ¢istd u primeru APX1B. Na obrazku (Obrazek 23) vystoupala
intenzita fluorescence primeru az k 95 %. Pfi analyze kiivek tani amplifikované jahodové DNA
byl detekovan idealni vysoky a §tihly pik, jehoZ maximum bylo pii 82,2 °C.

Tabulka 20 — Vysledky teplot tani a délky fragmentii pro vybrané jahodové primery

jahodové primery ABPI1A APX1B

65-60 °C 65-55 °C 65-60 °C 65-55 °C
Utinnost reakce [%] 40 58 37 95
Teplota tani Tm [°C] 82,0 81,5 82,3 82,2
Délka fragmentu [bp] 333 408 620 (508) 655

Negativni kontrola se lehce zvedla pii nizSich teplotach a vznikl nespecificky produkt, ktery
m¢él teplotu tani 75,8 °C, ale jednalo se pouze o malé fragmenty pravdépodobné dimery primera

nebo né¢jaké oligomery. Fluorescence byla nizsi nez u piedchoziho primeru a to kolem 35 %.
Detekovany PCR produkt mél teplotu tani pti 81,5 °C.

Obrdazek 25 — Elektroforéza primerit ABP1A a APX1B

Na obrazku (Obrazek 25) vpravo jsou vzorky, u kterych byla teplota nasedani primeru
postupné sniZzena z 65 °C na 60 °C a vlevo byla teplota snizena z 65 °C na 55 °C. Lze tedy
predpokladat, Ze prvni program je vhodnéjsi spiSe pro primer ABP1A a druhy program je
vhodny spiSe pro primer APX1B. JelikoZz u obou programil ma primer APX1B vyssi intenzitu
fluorescence a také idealné;jsi kiivku tani, tak byl vybran pro dalsi praci.
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4.3.5 Vybér vhodnych specifickych primeri pro meruiikovou DNA

Postup vybéru vhodného specifického primeru pro merutikovou DNA je uveden v kapitole
4.2.09.
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Obrazek 26 - Amplifikacni kiivka specifické meruinikové primery, AGS6 NK — tm. zelena, AGS6 —
zelena, AGS9 NK — tm. fialova, AGS9 — fialova, AGS18 NK — tm. modra, AGS18 — modra,
AGS33 NK - ¢erna, AGS33 — cervend, AGS38 NK — hnédada, AGS38 — zluta
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Obrdazek 27 - K¥ivka tani specifickych merunikovych primerii, AGS6 NK — tm. zelend, AGS6 — zelenda,
AGS9 NK — tm. fialova, AGS9 — fialovd, AGS18 NK — tm. modrd, AGS18 — modrad,
AGS33 NK - c¢erna, AGS33 — cervend, AGS38 NK — hnéda, AGS38 — Zluta

Z tvaru amplifikacnich kiivek miizeme vidét, Ze ucinnost amplifikace meruitkové DNA nebyla
prilis vysoka. Nejlépe se amplifikovala merutikovd DNA pfi pouZiti primeru AGS6 (40 %).
Z tvaru ktivek tani je patrné, ze pti amplifikaci DNA z merunék s vyuzitim téchto primert
vznikalo nejméné nespecifickych produkti. Detekovany PCR amplikon mél teplotu tani
78,8 °C.

Primer AGS9 mé¢l u vzorkti nizsi fluorescenci nez predchozi primer a to 20 %. Jelikoz teploty
tani vznikajicich PCR produkta se mezi ttemi opakovanimi liSily, a zaroven byly jejich teploty
tani nizké, nedoslo ziejmé k amplifikaci specifického produktu. Z tohoto diivodu nebyl tento
par primert vyuzit pro dalsi praci.

U primeru AGS18 dosédhla intenzita fluorescence 20 %. Negativni kontrola vysSla dobfe.
Detekovany PCR produkt mél teplotu tani 82,5 °C.
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Intenzita fluorescence vzorkli s primerem AGS33 vystoupala k 30 %. Detekovany PCR
amplikon mél teplotu tani 82,7 °C, coz bylo mirné posunuté od piku nachézejiciho se v NK,
ktery mel maximum pii 83,2 °C. Na gelu byl ale patrny band o stejné velikosti jako specificky
produkt. Z tohoto diivodu nebyl tento par primerti vyuzit pro dalsi praci.

Amplikon vznikly pfipouzitd primeru AGS38 dosahl fluorescence 24 %. U negativni
kontroly vznikl nespecificky produkt, ktery mél teplotu tani 77,2 °C, coz bylo velmi blizko
teploté tani specifického produktu, kterd byla 76,8 °C.

Tabulka 21 — Namérené hodnoty pro specifické produkty

AGS6 AGS9 AGSI8 AGS33 AGS38
Utinnost reakce [%] 40 20 20 30 24
teplota tani Tm [°C] 78,8 79,0 82,5 82,7 76,8
délka fragmentu [bp] 244 274 358 233 266

Obrdazek 28 — Gelova elektroforéza specifickych merunkovych primerii

Pro primer AGS6 byla negativni kontrola ¢istd a produkt amplifikace mél velikost
okolo 244 bp, coZ je mirné vyssi neZ predpokladana délka (222 bp). Produkty amplifikace byly
dobte detekovatelné na gelu. Tento primer se zdd vhodny pro dalsi praci.

U primeru AGS9 a AGS38 byly v negativni kontrole pfitomny dimery primertd a jejich
velikost se pohybovala okolo 100 bp. Délka specifickych produkt pro tyto primery vysla
odlisné v triplikatech, ale pohybovala se v intervalu mezi 250-270 bp.

Primer AGS18 mél ¢istou NK a délka specifickych produktii vysla okolo 358 bp. Z gelu je
patrné, ze doSlo pravdépodobné k tzv. ,smiling efektu®. Tento primer se zda pouzitelny
pro dalsi praci, pokud by se upravil teplotni profil amplifikace.
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U primeru AGS33 byla kontaminovand negativni kontrolu, a to i pfi opakovani pokusu.
Velikost produktu amplifikace se pohybovala okolo 233 bp.

4.3.6 Vybér vhodnych specifickych primert pro malinovou DNA

Postup vybéru specifickych primerti pro malinovou DNA je uveden v kapitole 4.2.11.

Negativni kontroly byly cisté a z kiivek tani Ize usuzovat, Ze mohly vzniknout dimery
primert. Z tvaru amplifikacnich kfivek je patrné, ze ucinnost reakce byla nejvyssi u primert
Ri18S (52%), a z tvaru kiivek tani je patrné, Ze pti amplifikaci malinové DNA s vyuZitim téchto
primert, vznikaly pravdépodobné nespecifické produkty. Detekovany PCR amplikon mél
teplotu tani 87,0 °C.

U primeru RiIACO1 byla ucinnost amplifikace DNA nizsi a to okolo 19 %. Z kiivky tani je
patrné, ze specificky produkt ma podobnou teplotu tani (87,2 °C) jako primer RilS8S.

volba pro dalsi praci.

Negativni kontrola byla uprimeru Ril c¢istd. Fluorescence amplifikacnich kfivek se
pohybovala kolem 40 %. Detekovany PCR amplikon mé¢l teplotu tani 88,0 °C, coz je nejvyssi
teplota z pouzitych malinovych primert.

U primeru EPpCU1830 mély NK i vzorky velmi nizkou fluorescenci a ani kiivka tani
nevypadala vhodné, protoze pik byl nizky se Sirokou zakladnou. Specificky PCR produkt mél
teplotu tani 74,7 °C, coZ odpovidalo i teploté¢ maximalniho zvednuti negativni kontroly, a proto
nebude s timto primerem nadale pracovano.
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Obrdazek 29 — Amplifikacni krivky malinovych primerii, Ril NK — tm. zelend, Ril — zelend,
EPpCUI1830 NK — tm. fialova, EPpCU1830 — fialova, Ril18S NK — tmavé modra, Ril8S — modrad,
RiACOI NK — cerna, RiACO1 — cervena

Souhrn zjisténych parametr pro malinové primery je uveden v tabulce (Tabulka 22)Tabulka
22.

Tabulka 22 — Namérené hodnoty pro specifické produkty

Ril EPpCU1830 Ril8S RiACOI1
Utinnost reakce [%] 40 20 52 5
teplota tdni Tm [°C] 88,0 74,7 87,0 87,2
délka fragmentu [bp] 211 - 209 218
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Obrazek 30 — Krivka tani specifickych malinovych primeri, Ril NK — tm. zelend, Ril — zelend,
EPpCUI1830 NK — tm. fialova, EPpCUI1830 — fialova, Ril8S NK — tmavé modrd, Ril8S — modrad,
RiACOI NK — ¢erna, RiACOI — cervena

Ril EPpCul830

y
INKe120 D XuB s N GR35 47

Obrazek 31 — Elektroforéza specifické malinové primery

Elektroforéza potvrzuje vysledky z PCR, Ze negativni kontroly byly Cisté az na NK u primeru
EPpCul830, kde lze vidét pouze vznik dimerl primerd (mensi nez 142 bp), které jsou
indikovany svétlou oblasti na gelu. Celkoveé vypada, Ze u tohoto paru primert viilbec nevznikl
zadny specificky produkt.

Z elektroforézy je patrné, ze velikost specifickych malinovych fragment byla velmi
podobna (kromé& EPpCul830) a pohybovala se mezi 209-218 bp. U primerti Ril18S a RiACO1
vznikly o néco delsi fragmenty, nez bylo odhadovéano (viz Tabulka 5). Velikost specifického
produktu pii pouziti primeru Ril byla velmi podobna zjisténé hodnoté délky fragmentu pomoci
vyhled4vace Primer-Blastu.
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4.3.7 Vybér vhodnych specifickych primeri pro jablkovou DNA

Postup vybéru specifickych primerti pro jablkovou DNA je uveden v kapitole 4.2.12.

Negativni kontrola u primeru FT MDP byla ¢ista, pti nizSich teplotach vznikaly asi dimery
primert. Kfivka tdni méla maximum pfi 82,7 °C.

Pro primer MDP tento teplotni profil nebyl vhodny, protoze se jablkova DNA skoro vibec
neamplifikovala a specificky produkt vznikl pouze u jednoho vzorku a jeho teplota tani byla
78,5 °C. Negativni kontrola byla Cista.

U primeru MD FKBP42 byla detekovana nejvyssi ucinnost amplifikace a dostoupala
az k 25 %. Amplifikacni kiivka negativni kontroly se na konci jen lehce zvedla. Teplota tani
specifického produktu je 83,3 °C.

U primeru MD FKBP53 byla nejnizsi intenzita fluorescence, kterd byla dokonce nizsi nez
u jeji negativni kontroly, proto byl tento primer vyloucen pro dalsi praci. Specificky produkt
mél teplotu tani pti 79,2 °C.

U primeru MD FKBP65 byla ucinnost amplifikace nizsi kolem 17 %. U negativni kontroly
vznikl nespecificky produkt, ktery mél teplotu tani 78,5 °C a teplota tani specifického produktu
byla vyssi a to 80,7 °C. Z toho vypliva, Ze se jednalo pouze o nespecificky produkt.

Primery MDP a MD FKB53 se pfti téchto podminkéach viibec neamplifikovaly a pokud by se
s nimi chtélo pracovat, musel by se zménit program.
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Obrazek 32 — Amplifikacni krivky specifickych jablecnych primerii,
FT MDP NK — c¢erna, FT MDP — ¢ervena, MDP NK — tm. modra, MDP — modra,
MD FKB42 NK — tm. zelenda, MD FKBP42 — zelend, MD FKBP53 NK — tm. fialovd,
MD FKBP53 — fialova, MD FKB65 NK — hnéda, MD FKB65 — oranzova
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Obrazek 33 — Krivky tani specifickych jablecnych primerii,

FT MDP NK — c¢erna, FT MDP — ¢ervena, MDP NK — tm. modra, MDP — modra,
MD FKB42 NK — tm. zelenda, MD FKBP42 — zelend, MD FKBP53 NK — tm. fialovd,
MD FKBP353 — fialova, MD FKB65 NK — hnéda, MD FKB65 — oranzova

Tabulka 23 — Namérené hodnoty pro specifické produkty

94

96 98 100

MD MD MD

FTMDP MDP FKBP42 | FKBP53 | FKBP65
Uginnost reakce [%] 22 2 25 3,5 17
teplota tani Tm [°C] 82,7 78,5 83,3 79,2 80,7
délka fragmentu [bp] 182 ézg 186 - 118

Vysledky agarosové gelové elektroforézy amplikoni specifickych pro jablko miizete vidét
na nasledujicim obrazku (Obrazek 34). Po analyze PCR produktl na gelu vypadaji negativni
kontroly ¢isté.

Velikost fragmentli jablecné DNA u primeru FT MDP byla kolem 182 bp, podobné velké
useky mél iprimer MD FKB42 (186 bp). U obou primerti byla ¢ista negativni kontrola
bez dimerti nebo oligomerti primerti.

U primeru MD FKBP65 byly v negativni kontrole detekovany dimery primert. Délka
specifického useku DNA se pohybovala okolo 118 bp.

Pti pouziti primeru MDP vznikly ve dvou ptipadech specifické produkty velikosti 810 bp.
V jednom piipad¢ vznikl produkt o velikosti 278 bp a u tohoto vzorku se objevila i svétla oblast
na gelu v oblasti od 131 do 179 bp. Diky tomu, Ze délka specifickych produkti pro tento primer
vySla odlisné v triplikdtu, kdy vznikly rGzné velké produkty, které byly navic Spatné
detekovatelné, je tento primer nevhodny pro dalsi préci.

V negativni kontrole u primeru MD FKBPS53 byla detekovana svétla oblast, kterd odpovida
velikosti od 192 bp nize. Tato oblast vznikla i u jednoho ze vzorkd.

Z vysledki amplifikace DNA a elektroforézy amplifikované DNA vyplyvé, ze vhodnymi
specialnimi primery pro dalsi praci jsou primery FT MDP a MD FKB42.
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Obrazek 34 — Elektroforeticka analyza s amplifikovanou jablecnou DNA

4.3.8 Testy specificity vybranych primeri

4.3.8.1 Test specificity jahodového primeru APX1B

Postup ovéteni specificity pouzitych jahodovych primeri je uveden v kapitole 4.2.13. Byla
testovana amplifikace merunikové, malinové a jablecné DNA.

U pozitivni kontroly byl detekovan specificky produkt odpovidajici jahodové DNA. Z kiivky
tani je patrné, Ze u negativni kontroly vznikaly pravdépodobn¢ dimery primert a nespecifické
produkty s odliSnou teplotou tani, nez ma specificky produkt. U maliny vznikl pii vyssi teploté
pik, ktery muaze oznaCovat specificky produkt, vznikly nasednutim tohoto primeru
na malinovou DNA.

Nespecifické produkty, které vznikly v negativni kontrole, ale i ve vzorcich s jinou DNA
neZ s jahodovou, mély teplotu tani niZsi, neZ je teplota tani specifického produktu u jahodové
DNA.
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Obrazek 35 — Amplifikacni kiivka specifického jahodového primeru APX1B
NK — ¢erna, PK — zelend, merurika — cervend, malina — modra, jablko — fialova
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Obrazek 36 — Krivka tani specifického jahodového primeru APX1B
NK — cernd, PK — zelend, merunka — cervend, malina — modrda, jablko — fialova

Pozitivni kontrola obsahuje jeden specificky produkt, ktery je vétsi nez 500 bp. Negativni
kontrola a vSechny vzorky obsahuji pravdépodobné dimery primert, coz bylo patrné i z kiivky
tani (Obrazek 36), kde vzorky mély vyssi pozadi.

U vzorku s malinovou DNA se objevily bandy o velikosti okolo 200 bp, coz korelovalo
s kivkou téani, ukteré byl detekovan specificky produkt pfi vyssi teploté okolo 90,3 °C.
Pro dal$i praci (multiplex PCR) musime brat v potaz, ze par primert APX1B neni zcela
specificky jen pro jahodovou DNA, ale pravdépodobné nasedaji i na malinovou DNA, coz by
mohlo zpusobit falesné pozitivni vysledek. Produkt vznikly reakci malinové DNA s primerem
APX1B ma vyssi teplotu tani (90,3 °C) nez specificky produkt vznikly s malinovym primerem
RiACOI1 (87,2 °C). Produkty obou reakci maji bohuzel velmi podobnou velikost (pies 200 bp)
a elektroforeticky nepiijdou odlisit.

meruika malina
2

Obrdzek 37 — Gelova elektroforéza pro jahodovy primer APX1B
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4.3.8.2 Test specificity meruiikového primeru AGS6

Postup ovéteni specificity pouzitych merunkovych primert je uveden v kapitole 4.2.13. Byla
testovana amplifikace jahodové, malinové a jablecné DNA.
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Obrazek 38 - Amplifikacni kiivky specifickeho merunkového primeru AGS6
NK — Cernd, PK — oranzova, jahoda — cervenad, malina — riizova, jablko — zelena
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Obrazek 39 — Krivky tani specifického meruiikového primeru AGS6
NK — cerna, PK — oranzova, jahoda — ¢ervend, malina — rizovd, jablko — zelena

U pozitivni kontroly vznikl ocekéavany specificky produkt, ktery odpovida teplotou tani
a jehoz velikost se pohybovala okolo 230 bp.

Negativni kontrola byla bez pritomnosti nespecifickych produkti nebo dimert primerd.
Primer AGS6 miiZe byt pouzit pro multiplex PCR a je specificky pro merunku.
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jahoda malina jablko

Obrazek 40 — Gelova elektroforéza pro specificky merunikovy primer AGS6

4.3.8.3 Test specificity malinovych primeru Ril a RiACO1

Postup ovéteni specificity pouzitych malinovych primert je uveden v kapitole 4.2.14. Byla
testovana amplifikace jahodové, merunkové a jableéné DNA.
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Obrazek 41 — Aplifikacni krivky pro specificky malinovy primer Ril
NK — cerna, PK — zelena, jahoda — cervend, merunka — modrd, jablko — fialova
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Obrazek 42 — Krivky tani specifického malinového primeru Ril
NK — cernd, PK — zelend, jahoda — cervena, merunka — modra, jablko — fialova
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Obrazek 43 - Aplifikacni krivky pro specificky malinovy primer RiACOI
NK — cerna, PK — zelena, jahoda — cervend, merunka — modrda, jablko - fialova
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Obrazek 44 - Krivky tani specifického malinového primeru RiACO1
NK — cerna, PK — zelend, jahoda — cervena, merunka — modra, jablko — fialova
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Pozitivni kontroly pro oba primery obsahovaly pouze jeden specificky produkt odpovidajici
velikostné 1 kfivkou tani malinové DNA. Negativni kontrola obsahovala pravdépodobn¢ dimery
primert, pfitom u primeru Ril jich bylo vic.

U primeru Ril byly z kiivek tani patrné piky u vzorkt s jahodovou a jablkovou DNA, které
mély stejnou teplotu tani (88,5 °C) jako specificky produkt u malinové DNA. Pomoci
elektroforézy bylo potvrzeno, Zze vznikaly u jable¢né a jahodové DNA specifické produkty,
které mély podobnou délku jako specificky amplikon malinové DNA.

NK PK  jahoda meruika jablko 7 NK PK jahoda -merufika Jablko

Obrdazek 45- Elektroforéza na 1,2% agarosovém gelu specifické malinové primery

U primeru RiACOI1 vznikaly pouze nespecifické produkty, které mély teplotu tani okolo
76,7 °C, coz je nizsi teplota nez pro specificky produkt u malinové DNA. Pii elektroforetické
analyze, kterou mizeme vidét na nasledujicim obrazku (Obrazek 45), byly patrné pouze mensi
fragmenty, nez je specificky malinovy produkt, coz mohly byt naptiklad dimery primert.
Z téchto duivodii byl, jako vhodny primer pro dal$i praci, zvolen specificky primer RIACO1.

4.3.8.4 Test specificity jablecného primeru FT MDP

Postup ovéteni specificity pouzitych jable€nych primerd je uveden v kapitole 4.3.7. Byla
testovana amplifikace jahodoveé, meruiikové a malinové DNA.
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Obrazek 46 - Aplifikacni kiiivky pro specificky jablkovy primer FT MDP
NK — cerna, PK — zelend, jahoda — ¢ervenad, merurika — modra, malina — fialova
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Obrazek 47 - Krivky tani specifického jablecného primeru FT MDP
NK — cerna, PK — zelena, jahoda — cervend, merunika — modrd, malina — fialova

U pozitivni kontroly byl detekovan pouze jeden specificky produkt, ktery teplotou tani
odpovidal jablecné DNA. Na elektroforéze se jednalo o pomérné Siroky band, takze nelze
presné urcit velikost produktu (100-250 bp).

Negativni kontrola byla ¢istd. Ve vzorcich vznikly riizné nespecifické produkty, které ale
mély jinou teplotu tani nez specificky produkt.

jahoda meruika malina

2

Obrazek 48 — Gelova elektroforéza se specifickym jablkovym primerem FT MDP

4.3.9 Multiplex PCR pro jahodovou a malinovou DNA

Po vybéru vhodnych specifickych primert pro jahodovou (APX1B) a malinovou DNA
(RIACO1) a ovéfeni jejich specificity nasedani pouze na ur¢enou DNA mohla byt vytvofena
multiplex PCR. Aby mohly byt vybrané primery spolu kombinovany, musely byt specifické
pro danou DNA. Aby doslo k odliSeni vzniklych amplikonl, musely se od sebe lisit teplotou
tani a svou délkou.

Jak uz bylo zminéno v ptedchozi kapitole 4.3.8.1, tak primer APX1B pravdépodobné reaguje
s malinovou DNA a vytvaii specificky produkt, ktery mé vysokou teplotu tani 90,3 °C a délku
okolo 200 bp.
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Tabulka 24 — Souhrn zjisténych informaci pro vybranou dvojici primeri

APXIB RiACO1
Teplota tdni Tm [°C] 82,2 87,2
Délka fragmentu [bp] 655 218
Specificita neni zcela je specificky

Postup vybéru vhodného teplotniho profilu pro duplex PCR obsahujici dvojici paru
specifickych pro jahodovou DNA (APX1B) a malinovou DNA (RiACO1) je uveden v kapitole
4.2.16.

» Vysledky PCR s programem optimalizovanym na specificky jahodovy primer APX1B:

Amplifikacni kiivka negativni kontroly se od 37 cyklu zvedla. U kiivky tani méla negativni
kontrola pik kolem 78 °C.

Intenzita fluorescence vzorkl vystoupala az ke 100 %. K¥ivka tdni ma maximum pii 87,2 °C,
coz odpovidd malinové DNA. Pfedpokladané maximum teploty tani amplikonu jahodové DNA
nema u piislusné teploty (82,2 °C) vrchol, a proto by bylo vhodné provést analyzu HRM
s postupnym zvySovanim teploty pii mensim teplotnim kroku. Diky, které by byla sestrojena
podrobngjsi kiivka tani a bylo by mozné rozlisit pik pro specificky jahodovy amplikon.
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Obrdazek 49 — Amplifikacni kiivky s primery APX1B a RiACOI a s jahodovou a malinovou DNA
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Obrdzek 50 — Krivky tani jahodové a malinové DNA, primery APXI1B a RiACOI
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» Vysledky PCR s programem optimalizovanym na specificky primer maliny RiACO1:
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Obrazek 51 — Amplifikacni kiivky s primery APXIB a RiIACOI a s jahodovou a malinovou DNA
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Obrdzek 52 — Krivky tani jahodové a malinové DNA s primery APXI1B a RiACOI

Z amplifikaéni kiivky a z kiivky tani je patrna Cista negativni kontrola, u niz vzniklo malo
dimert primerd. Intenzita fluorescence vystoupala aZ k 44 %. Ktivka tdni méla maximum piku
v teploté¢ 87,2 °C, coz odpovidd malinové DNA. Jahodovd DNA by méla mit maximum
u 82,2 °C, coz neni viditelné na té€chto kiivkéach tani (Obrazek 52). MoZna by byla zapotiebi,
podrobng;jsi teplotni analyza teploty tani nebo vhodné&jsi teplotni profil PCR reakce, ktera byla
primarné optimalizovana na malinovy primer RiACOI1.

Pted elektroforetickou analyzou byly vzorky s teplotnim profilem optimalizovanym
na jahodovy primer APX1B podrobeny vysokorozliSovaci analyze kiivek tani. Vysledky této
analyzy jsou uvedeny v kapitole 4.3.12. Vysledky gelové elektroforézy na 1,2% agarosovém
gelu pro produkty duplex PCR jsou na obrazku (Obrazek 70) uvedeném v kapitole 4.3.13.

Z gelu je patrné, Ze program PCR optimalizovany pro jahodovy primer APX1B je vhodné&jsi
pro dalsi praci. U vzorkd stimto programem jsou dobie viditelné dva bandy, z ¢ehoz lze
usuzovat, ze obé ovocné DNA byly uspé$né amplifikovany. VEtsi fragmenty okolo 587 bp patii
jahodové DNA a mensi fragmenty (177 bp) odpovidaji malinové DNA. V negativni kontrole
byly detekovany pouze dimery primert.
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U programu optimalizovaného pro malinovy primer RiACOI1 Ize dobie vidét jen jeden band
okolo 220 bp odpovidajici amplifikované DNA maliny.

N¢jaka jahodova DNA se pravdépodobné amplifikovala, coz je indikovano svétlou oblasti
na gelu mezi 500-700 bp. U negativni kontroly i1 vzorka byly patrné opét dimery primera jako
u programu optimalizovaného pro jahodovy primer APX1B.

4.3.10 Multiplex PCR pro meruiikovou a jablkovou DNA

Postup vybéru vhodného teplotniho profilu pro duplex PCR obsahujici dvojici paru
specifickych pro merunkovou DNA (AGS6) a jablecnou DNA (FT MDP) je uveden v kapitole
4.2.16.

» Vysledky PCR s programem optimalizovanym na specificky jablkovy primer FT MDP:

Amplifikacni kiivka negativni kontroly se od 35 cyklu lehce zvedla. Z kiivky tani lze
usuzovat, Ze u negativni kontroly vznikly asi n¢jaké dimery primert a také néjaky nespecificky
produkt s maximem pfi 83 °C, coz se 1isi od teploty tani specifického jable¢ného produktu.

Intenzita fluorescence vzorkil byla nizs$i a méla hodnotu okolo 33 %. Jak je vidét z kiivky
tani, tak lze od sebe dobfe rozeznat vrcholy piki pro meruiikovou a jablkovou DNA.
Merunkova DNA mé4 maximum pii 78,8 °C a jablkovd DNA mé maximum pii 82,5 °C, coz je
niz8i hodnota, nez ma nespecificky produkt v negativni kontrole. Z toho vyplyva, ze program
zvoleny pro jablkovy primer FT MDP miiZe byt pouzit pro multiplex PCR.
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Obrdazek 53 — Amplifikacni kiivky s primery AGS6 a FT MDP a s merunikovou a jablkovou DNA
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Obrazek 54 — Krivky tani merunikové a jablecné DNA s primery AGS6 a FT MDP

» Vysledky PCR s programem optimalizovanym na specificky merunikovy primer AGS6:

Amplifikacni kiivka negativni kontroly se od 35 cyklu zvedla az na 20 % tedy vic nez
u programu optimalizovaného na jablkovou DNA. U negativni kontroly taktéz vznikl
nespecificky produkt, ktery ma maximum piku pii 80,5 °C.

Amplifikacni kifivky vzorku meély intenzitu fluorescence okolo 55 %. Z kiivek tani
lze rozeznat piky pro jablkovou a meruiikovou DNA a obé maxima odpovidaji specifickym
primerim pro dané ovoce. Jablkova DNA mé maximum pfi teploté 82,5 °C a meruitkovda DNA
ma teplotu tani pti 78,8 °C. Tyto teploty tani ptiblizné odpovidaji teplotdm tani specifickych
produktii, které vznikly pfi programu PCR optimalizovaného na jablkovou DNA.

Pti porovnani kiivek tani vzniklych pfi odlisnych teplotnich profilech, se jako vhodnégjsi
pro dalsi praci zdd teplotni profil optimalizovany pro merunikovy primer AGS6. Jeho
fluorescence u amplifikacnich kiivek je vy$si, kiivky tani maji mensi nab&h a dosahuji vyssich
hodnot nez u programu optimalizovaného pro jablkovy primer. Dalsi vyhodou je to, Ze teplotni
profil je stejny jako pro jahodovou DNA a mozné by po dal$i optimalizaci mohla byt provedena
multiplex PCR s vice nez dvéma pary primerd.
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Obrdazek 55 - Amplifikacni kiivky s primery AGS6 a FT MDP a s merunikovou a jablkovou DNA
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Obrazek 56 - Krivky tani meruitkové a jablecné DNA s primery AGS6 a FT MDP

Amplifikované produkty s meruiikovou a jablecnou DNA pro oba teplotni profily byly jesté
pfed nanesenim na gel podrobeny vysokorozliSovaci analyze kiivek tani (viz kapitola 4.3.12).
Diky tomu mohly byt zkontrolovany negativni kontroly a poté byl vybran vhodny teplotni profil
pro analyzu modelovych smési a komer¢nich vzorka. Vysledek elektroforézy je zobrazen
na obrazku (Obrazek 70) uvedeném v kapitole 4.3.13.

U teplotniho profilu optimalizovaného pro meruiikovy primer AGS6 Ize vidét o néco malo
vyrazngj$i fluorescenci. U negativni kontroly jsou pfitomny dimery primert, které jsou mensi
nez 100 bp a mensi nez specificky produkt jablecné DNA. U vzorki jsou viditelné dva bandy,
kdy vétsi odpovida specifickému produktu meruiikové DNA a mensi jablecné DNA.

Pti pouziti teplotniho profilu optimalizovaného pro jablecnou DNA vypada, ze v negativni
kontrole vznikl specificky produkt pro jablecnou DNA. Z tohoto vysledku je usuzovéano,
zZe pii tomto teplotnim profilu primer AGS6 nemusi byt zcela specificky jen pro meruiikovou
DNA. Taktéz pfi testu specificity primeru AGS6 s jablecnou DNA vznikl produkt u jednoho
vzorku, ktery byl detekovan na gelu. Vznik bandl u vzorku byl nejdiiv pokladan za chybu
vzniklou pfi ptipraveé vzorki, ale je mozné, Ze primer AGS6 neni dostatené specificky.

4.3.11 Multiplex PCR pro modelové smési a komer¢ni vzorky

K analyze ptitomnosti ovocné DNA v modelovych a komer¢nich vzorcich byly navrzeny
a optimalizovany dvé duplex PCR pro soucasnou detekci jahodové a malinové DNA a potom
meruiikové a jablecné DNA. Jako vhodny teplotni profil (viz 4.2.94.2.16) pro ob¢ duplex PCR
byl vybran teplotni profil optimalizovany pro jahodovy primer APX1B a meruiikovy primer
AGS6. Vysledky duplex PCR pro jahodovo-malinové modelové smési jsou uvedeny
na nasledujicich grafech (Obrazek 57 a Obrazek 58).

Utinnost amplifikace u modelovych smési s primery APXIB a RiACO1 se pohybovala
od 32-44 %. U komeréniho vzorku 1 byla ucinnost reakce 26 %, uvzorku2: 19 %,
u vzorku 3: 21 % au vzorku 4: 17 %.

Z kiivky tani pro negativni kontrolu 1ze usuzovat, ze obsahovala nespecificky produkt, jehoz
teplota tani byla 77,8 °C. Komer¢ni vzorky mély velmi podobnou ucinnost amplifikace jako
negativni kontrola. Pfi analyze kiivek tani s postupné se zvedajici teplotou o 1 °C nebylo
mozné detekovat jahodovou DNA (Tm = 82,2 °C). Z tohoto diivodu byly vSechny vzorky dany
k HRM analyze (viz 4.3.13), po které nasledovalo zjisténi délky amplikond.
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Obrazek 57 — Amplifikacni krivky modelovych jahodovo-malinovych smési — primery APX1B
a RiACO1, NK — ¢erna, 100:0 — hneda, 50:50 — modra, 40:60 — oranzova, 30:70 — Zluta,
20:80 — zelena, 10:90 — rizova, 0:100 — fialova
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Obrazek 58 — Krivky tani modelovych jahodovo-malinovych smési — primery APXIB a RiACOI,
NK — ¢erna, 100:0 — hnéda, 50:50 — modra, 40:60 — oranzova, 30:70 — Zluta, 20:80 — zelena,
10:90 — rizova, 0:100 — fialova
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Obrazek 59 — Aplifikacni krivky komercnich vzorkii — APX1B a RiACOI1, NK — cernd; vzorek 1 (Hello,
jablko + jahoda) — tyrkysova, vzorek 2 (Sundrek, jablko + jahoda) — modrd; vzorek 3 (HiPP,
jablko + jahoda + bandan + malina) — fialova, vzorek 4 (Hello, jablko + malina) — zelend
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Obrazek 60 — Krivky tani komercnich vzorkit — APXIB a RiACO1, NK — ¢erna, vzorek 1 (Hello,
Jjablko + jahoda) — tyrkysova; vzorek 2 (Sundarek, jablko + jahoda) — modra,; vzorek 3 (HiPP,
jablko + jahoda + banan + malina) — fialova, vzorek 4 (Hello, jablko + malina) — zelend

Vysledky amplifikace pro duplex PCR s pouzitim primerd AGS6 pro meruitku a FT MDP
pro jablko jsou uvedeny na nésledujicich grafech (Obrazek 61-Obrazek 64).

Uctinnost amplifikace u modelovych smési s touto dvojici primerti se pohybovala od 22
do 42 %. U komeréniho vzorku 1 byla ucinnost reakce 20 %, uvzorku 2: 23 9%,
u vzorku 3: 20 %, u vzorku 4: 25 %, u vzorku 5: 16°% a u vzorku 6: 25 %.

Negativni kontrola byla Cista. U kiivek tdni modelovych smési je mozné pozorovat dva piky,
kdy ten s nizsi teplotou tani odpovida merunkové DNA (78,8 °C) a ten s vyssi teplotou tani
odpovida jablecné DNA (82,5 °C). U modelovych smési, u kterych jsou zastoupeny oba druhy
ovoce, doslo k malému posunu pikii od predpokladané teploty tani pro Cisté ovoce. Z tohoto
divodu je vhodnéjsi provést HRM analyzu, diky které budeme znét presnéjsi teploty tani
produktt. Zjisténé teploty budou slouzit k autentifikaci komer¢nich smési. Po skon¢eni HRM
analyzy byly vzorky prozkoumény nanesenim na gel. Vysledky obou analyz jsou uvedeny
v kapitole 4.3.13.

» Vysledky amplifikace DNA izolované z meruitkovo-jable¢nych modelovych smési:
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Obrazek 61 — Amplifikacni krivky modelovych merurikovo-jablecnych smést s primery AGS6
a FT MDP. NK — cerna, 100:0 — hnéda, 50:50 — modra, 40:60 — oranzova, 30:70 — Zluta,
20:80 — zelenda, 10:90 — riuzova, 0:100 — fialova
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Obrazek 62 — Krivky tani modelovych meruiikovo-jablecnych smési s primery AGS6 a FT MDP, NK —
cerna, 100:0 — hnéda, 50:50 — modra, 40:60 — oranzova, 30:70 — zluta,
20:80 — zelena, 10:90 — rizova, 0:100 — fialova

» Vysledky amplifikace DNA izolované zkomerénich smési obsahujici merunkovou
nebo jablkovou DNA:
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Obrazek 63 — Aplifikacni kiivky komercnich vzorkii — AGS6 a FT MDP, NK — cCerna, vzorek 1 (Hello,
jablko + jahoda) — tyrkysova; vzorek 2 (Sundrek, jablko + jahoda) — fialova, vzorek 3 (HiPP,
jablko + jahoda + banan + malina) — modrd, vzorek 4 (Hello, jablko + malina) — zelend,
vzorek 5 (Nestle, jablko + merunika) — oranzova, vzorek 6 (Cvrcek, meruiika + jablko) — Zluta
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Obrazek 64 — Krivky tani komercnich vzorkit — AGS6 a FT MDP, NK — cerna, vzorek 1 (Hello,
jablko + jahoda) — tyrkysova; vzorek 2 (Sundarek, jablko + jahoda) — fialova, vzorek 3 (HiPP,
jablko + jahoda + banan + malina) — modra; vzorek 4 (Hello, jablko + malina) — zelend,
vzorek 5 (Nestle, jablko + merunika) — oranzova, vzorek 6 (Cvrcek, merurika + jablko) — Zluta

4.3.12 VysokorozliSovaci analyza krivek tani (HRM)

Z amplifikovanych vzorka zkusebnich duplex PCR (viz kapitola 4.2.16) byla vybrana vzdy
negativni kontrola a jeden nejvhodnéjsi vzorek pro vysokorozliSovaci analyzu kiivek tani.
Pouzity program pro HRM je uveden v kapitole 4.3.12.

Teploty tani specifickych produktii jsou uvedeny v nésledujici tabulce (Tabulka 25),
pii pouziti HRM s krokem 0,01 °C dochazelo k tani specifickych produkti piinizsi teploté
o 1,54-1,76 °C.

Tabulka 25 — Porovnani teplot tani specifickych produktii pri kroku 1 °C a 0,01 °C

pouzité primery krok 1 °C krok 0,01 °C
APX1B a RiACO1 jahoda 82,2 °C 80,63 °C
(program pro APX1B) malina 87,2 °C 85,51 °C
AGS6 a FT-MDP merunka 78,8 °C 77,19 °C
(program pro AGS6) jablko 82,5 °C 80,74 °C
FT-MDP a AGS6 merunka 78,8 °C 77,26 °C
(program pro FT-MDP) jablko 82,5 °C 80,78 °C

Na obrazku (Obrazek 65) jsou patrné kiivky tani specifickych produkti amplifikace
zkuSebnich duplex PCR. Negativni kontroly byly v pofadku az na NK obsahujici primery
FT-MDP a AGS6 s teplotnim profilem optimalizovanym pro jablkovy primer FT-MDP.
V negativni kontrole byl pfitomen produkt s teplotou tani stejnou jako mé odpovidajici jable¢na
DNA. Ztohoto divodu nebude stimto programem naddle pracovdno. Tohoto zdvéru
lze dosdhnout i z porovnani kiivek tani specifickych produkti merunikovo-jablecné DNA
s pouzitim primert AGS6 a FT-MDP. Ktivky se navzdjem kopiruji a maji skoro totozné teploty
tani specifickych produktii, jen rGzova kiivka (program optim. pro primer AGS6) je vySssi
a Stihlejsi nez zelena (program optim. pro primer FT-MDP). Tudiz se jevi jako vhodnéjsi volba
program optimalizovany pro merunikovy primer.
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U stejného vzorku sjahodovou a malinovou DNA Ize identifikovat vrchol pattici
specifickému amplikonu jahodové DNA oproti kiivce tani s krokem 1 °C. Tento amplikon ma
maximum pii 80,63 °C. Mensi krok pii stoupani teploty také dokazal oddélit dalsi vrchol,
ktery ma maximu pfi 88,27 °C. Coz by mohlo byt zplisobeno malinovym primerem RiACO1,
protoze zvoleny program nebyl pro tento primer optimalizovany.

Pro dalsi praci je zvolen program, ktery byl optimalizovan pro jahodovy primer APX1B
a merunkovy primer AGS6. Teplotni profil tohoto programu je nasledovny:

Tabulka 26 — Vybrany teplotni profil pro multiplex PCR

krok Program podminky
Teplota (°C) Cas (s)
1. uvodni denaturace 94 120
2. Denaturace 94 30
3. hybridizace primeru 60-55 45
4. syntéza fetézce DNA 72 60
5. zavérecna elongace 72 300

dF/dT
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Obrdazek 65 — Zkusebni duplex PCR, primery AGS6 a FT-MDP (program optim. pro merunku):
NK — hnéda, vzorek — riizova; primery FTI-MDP a AGS6 (program optim. pro jablko): NK — tyrkysovd,
vzorek — zelena,; primery APXI1B a RiACOI (program optim. pro jahodu): NK — cernd, vzorek — modra
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4.3.13 VysokorozliSovaci analyza krivek tani pro modelové a komer¢ni smési

Na vysokorozliSovaci analyzu kiivek tani (HRM) byly dany modelové a komeréni vzorky,
u kterych nebylo mozné rozliSit pik prourCité ovoce, nebo byly piky posunuty
od predpokladané teploty tani. U analyzovanych vzorka byly vétSinou zastoupeny dvé a vice
ovoci. Pomoci programu LightCycler byla zjisténa piesnd maxima analyzovanych kiivek tani.
Tyto hodnoty jsou uvedeny ve dvou tabulkach podle pouzité dvojice primertt (Tabulka 27
a Tabulka 28). Po HRM analyze skrokem 0,01 °C byly amplikony detekovany
elektroforeticky.

Jako prvni jsou zobrazeny grafy pro modelové meruiikovo-jablecné smeési. Pokud vzorek
obsahoval pouze meruitkovou DNA (100:0), byla teplota tani amplifikovaného fragmentu
77,51 °C ajeho délka okolo 290 bp. Jelikoz dany vzorek neobsahoval jablkovou DNA, tak
pfi analyze teplot tdni v ptislusné oblasti mél teplotu Tm nizsi (79,47 °C), nez kdyby jable¢nou
DNA obsahoval. Z naméienych dat 1ze formulovat hypotézu, ze jestlize jablkovo-merunkové
pyré bude slozeno z vice nez 20 % z merunkového pyré, tak se bude teplota tani pohybovat
od 77,25-77,82 °C. U kiivky tani pro ¢istou merutku se piimenSim teplotnim kroku
(po 0,01 °C) zobrazil pik, ktery odpovidal teplot¢ tani jable¢né DNA. Stoji za zvazeni, jestli je
to chyba vznikla jen u tohoto vzorku nebo primer AGS6 neni zcela specificky a doslo k jeho
navazani na DNA jablka. Pokud by byla pravdiva druhd moznost, bylo by vhodné zvazit
pfidani pozitivni kontroly, aby se zamezilo pozitivné faleSnému vysledku.

U vzorku 10:90, ktery byl slozen z 90 % z jable¢né DNA a z 10 % z merunikové DNA, byla
teplota tani podobna spise jable¢né DNA nez té merunkové. Diky gelové elektroforéze, ale byly
zobrazeny dva bandy, které pattily jable¢né i merunkové DNA, proto nestai pouze
vysokorozliSovaci analyza kfivek tani, ale je nutna také analyza amplifikované DNA pomoci
agarosové elektroforézy.

U vzorku, jenz obsahoval pouze cistou jablecnou DNA (0:100) byl naamplifikovan
specificky produkt, ktery mél teplotu tani 80,84 °C a délka fragmentu se pohybovala okolo
200 bp. Jelikoz dany vzorek neobsahoval meruitkovou DNA, tak pfianalyze kiivek tani
v prislusné oblasti mél teplotu tani vyssi (78,08 °C), nez kdyby meruiikovou DNA obsahoval.

Vzorek obsahuje jablecnou DNA, pokud se teplota tani specifického produktu pohybuje
od 80,46 do 81,02 °C. Po elektroforéze se na agarosovém gelu objevil pouze jeden band
pro jablecnou DNA.
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Obrazek 66 — Vysokorozlisovaci kiivka tani pro modelové vzorky merurnikovo-jablecnych pyré
s primery AGS6 a FI-MDP, NK — ¢erna, 100:0 — cervena, 50:50 — modra, 40:60 — fialovd,
30:70 —seda, 20:80 — zelena, 10:90 — ruzova, 0:100 — Zluta

U komer¢niho vzorku 1 byla pomoci HRM (80,99 °C) a elektroforézy potvrzena ptitomnost
jable¢né DNA.

Ve vzorku 2 byla potvrzena piitomnost jablené DNA, kdy teplota tani amplikonu jable¢né
DNA byla 80,76 °C a jeho velikost ¢inila 193 bp.

U vzorku 3 byla rovnéZ potvrzena piitomnost jablecné DNA, kdy sed¢la teplota tani i délka
fragmentu. U tohoto vzorku byl detekovan amplikon, ktery mél teplotu tani (77,41 °C) 1 délku
fragmentu (309 bp) odpovidajici merunkové DNA. JelikoZ tento vzorek obsahoval mimo jiné
1 bananovou DNA, byl proveden test specificity duplex smési s primery AGS6 a FT MDP, kde
jako templat byla bananova DNA. K amplifikaci bananové DNA nedoslo.

Ve vzorku 4 byla potvrzena piitomnost jablecné DNA (Tm = 80,91 °C, 193 bp) a podobné
jako u ptfedchoziho vzorku 3 byl detekovan specificky produkt, ktery odpovidd meruiikové
DNA (Tm = 77,39, 306 bp).
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Pti analyze vzorku 5 byla potvrzena pfitomnost jablecné DNA, pfitomnost meruiikové DNA
potvrzena nebyla. Kfivka tani méla dva piky, prvni mél teplotu tani 76,74 °C. Tato teplota byla
o néco nizsi, nez byla naméfend u modelovych vzorkil. Jednou z moznosti je, ze na ptipravu
této vyzivy byla pouzita jina odrida merunky, diky ¢emuz doslo k posunuti teploty tani. Jelikoz
pomoci gelové elektroforézy nebyl detekovan specificky produkt znamena to, ze bud’ nebyla
meruitkovd DNA vibec pfitomna, nebo byla postupem vyroby poniCena, tudiz se
neamplifikovala v dostatecném mnozstvi, aby byla detekovatelna na gelu.

U vzorku 6 byla potvrzena jablkova 1 meruitkovda DNA, coz odpovida slozeni uvedenému
na obalu vyzivy.
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Obrdzek 67 — Vysokorozlisovaci kiivka tani komercnich vzorkit — primery AGS6 a FT-MDP, NK —
Cerna; vzorek 1 (Hello, jablko + jahoda) — tyrkysova, vzorek 2 (Sunarek, jablko + jahoda) — fialova,
vzorek 3 (HiPP, jablko + jahoda + banan + malina) — rizova; vzorek 4 (Hello, jablko + malina) — tm.
modra, vzorek 5 (Nestle, jablko + merunika) — zluta; vzorek 6 (Cvréek, merurnika + jablko) — cervena
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Tabulka 27 — Zjistené hodnoty teplot tani a délek specifickych produktii

meruiikovd DNA jablkovd DNA
vzorky délka DNA [bp] | teplota tani [°C] | délka DNA [bp] | teplota tani [°C]

o 100:0 288 77,51 - 79,47
% 50:50 296 77,82 195 81,02
S, 140:60 292 77,43 190 80,84
s | 30:70 300 77,58 204 80,71
’g 20:80 296 77,25 208 80,69
g 10:90 308 78,08 208 80,46

0:100 - 78,08 202 80,84
- 1 - 78,08 193 80,99
2l 2 - 78,08 193 80,76
; 3 (309) 77,41 202 80,89
5 4 (306) 77,39 193 80,91
g 5 - 76,74 197 80,87
“1 6 268 77,80 173 80,87

Vysledky vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani pro jahodovo-malinové smési a komercni
vzorky obsahujici jahodovou nebo malinovou DNA.

dF/dT

75
Teplota [°C]

Obrdzek 68 — Vysokorozlisovaci krivka tani pro modelové vzorky jahodovo-malinovych pyré — primery
APXIB a RiACOI, NK — ¢ernd, 100:0 — tyrkysova, 50:50 — fialova, 40:60 — rizova, 30:70 — modrad,
20:80 — okrova, 10:90 — sedo-modra, 0:100 — Gervend
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Obrazek 69 - Vysokorozlisovaci krivka tani komercnich vzorkii — primery APXI1B a RiACOI, NK —
Cerna; vzorek 1 (Hello, jablko + jahoda) — zelena; vzorek 2 (Sundrek, jablko + jahoda) — tyrkysova,
vzorek 3 (HiPP, jablko + jahoda + bandn + malina) — fialova,
vzorek 4 (Hello, jablko + malina) — rizova

Pokud vzorek obsahoval pouze jahodovou DNA (100:0), teplota tani amplifikovaného
fragmentu ¢inila 80,47 °C a jeho délka méla okolo 562 bp. Jelikoz tento vzorek neobsahoval
malinovou DNA, pfi analyze teplot tani v pfislusné oblasti mél danou hodnotu nizsi (83,20 °C).
V ptipadé, Ze vzorek obsahuje jahodovou DNA, jeho teplota tani se bude pohybovat
okolo 80,31-80,47 °C a délka fragmentu bude od 548-562 bp. U vzorku 10:90 doslo k chybé&
pfi méteni HRM, kdy hodnoty od 77,5 °C zacaly klesat do zapornych hodnot. Proto by bylo
vhodné tento vzorek znovu proméfit, ptipadné ho vytadit ze srovnavani.

U vzorek obsahujiciho pouze ¢istou malinovou DNA (0:100) se zmnozil specificky produkt
s teplotou tani 85,26 °C a dé¢lka fragmentu se pohybovala okolo 220 bp. V oblasti teploty tani
jahodového amplikonu byla namétena nizsi teplota (79,12 °C), nez ma fragment malinové
DNA. Vzorek obsahuje malinovou DNA, pokud se teplota tani specifického produktu pohybuje
od 85,16 do 85,26 °C.

U vSech tiech vzorkt (1, 2, 3), které mély obsahovat jahodovou DNA, odpovidala teplota
tani negativni kontrole a rovné€z vzorku 0:100, ktery obsahoval pouze malinovou DNA. Tato
teplota tani nemusi znamenat, Ze vzorek neobsahoval jahodovou DNA, protoZe teplota tani byla
naméfend i pro vzorek 50:50, u kterého byl detekovany specificky produkt elektroforeticky.
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U vzorku 1 byly detekovany pouze krat§i PCR produkty o velikosti 224 bp, coz svéd¢i bud’
o degradaci DNA nebo o pritomnosti malinové DNA 1 s ohledem na teplotu tani.

U vzorku 2 byly detekovany dva fragmenty DNA o velikosti 224 bp (vySsi intenzita
fluorescence) a 311 bp (Spatné detekovatelny). Kratsi fragment by velikosti 1 teplotou tani
odpovidal malinové DNA.

U vzorku 3 byla velmi slabé detekovana svétla oblast okolo 592 bp, coz by mohlo indikovat
ptitomnost jahodové DNA ve vzorku, dale byla detekovéna teplotou tani i pfitomnosti
fragmentu o velikosti 226 bp malinova DNA. U tohoto vzorku bylo potvrzeno sloZeni uvedené
na etiket¢.

Vzorek 4 by mél podle slozeni obsahovat malinovou DNA, ale teplota tani byla nizsi, nez ma
specificky fragment malinové DNA a zaroveil na gelu chybél band odpovidajici malinové
DNA. Band, ktery byl detekovéan u tohoto vzorku, odpovidal bandu v negativni kontrole a m¢l
délku fragmentu okolo 121 bp.

dle APX1B dle RiACO1 modelové smési: jahoda-malina komer¢ni vzorky

5 NI AN D ENER AN RR AN Tn onRR A an nAnn s g )
Z NK 1 273 NK- o 2 3 'NK 100:0 50:50 40:60 30:70 20:80 10:90 0:100"" 1 2% 3 4

u

APXI1B + RiACOl1

 owY TTTeeSURVT Tl

dle AGS6 dle FT MDP modelové smési: meruika-jablko komer¢ni vzorky
7
Zin NK ] 2 3. NKe ] 2 3 " 'NK 100:0 50:50 40:60 30:70 20:80 10:90 0:100° " 1 203 45 516

AGS6 + FT MDP

Obrazek 70 — Elektroforéza produktit multiplex PCR; vievo: vyber vhodného teplotniho profilu
pro vybrané duplex PCR, od stredu doprava: duplex PCR pro modelové a komercni vzorky
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Tabulka 28 - Zjistené hodnoty teplot tani a délek specifickych produktit

jahodova DNA malinova DNA
vzorky délka DNA [bp] | teplota tani [°C] | délka DNA [bp] | teplota tani [°C]

o 100:0 562 80,47 - 83,20
% 50:50 557 79,12 229 85,17
S, | 40:60 548 80,32 229 85,17
é 30:70 557 80,31 229 85,16
’§ 20:80 557 80,47 224 85,23
QE) 10:90 557 81,08 219 85,17

0:100 - 79,12 219 85,26
‘5 1 - 79,12 224 85,07
5 2 - 79,12 224 (311) 85,36
g 3 592 79,12 226 85,21
~“ 1 4 - 79,12 - 83,55

Jelikoz pti zkouSce specificity primeru APX1B vznikl specificky produkt reakei s malinovou
DNA, ktery mél vysokou teplotu tani (90,3 °C) a podobnou délku jako malinovy fragment, tak
bylo zkontrolovano, jestli na kfivce tani nebyl detekovan pik pfti této teploté. Ale u zddného
vzorku pfi této teploté nedoslo ke vzniku piku.

U komer¢nich vzorkd byla celkové niz$i ucinnost amplifikace a neékteré vzorky nebyly
detekovany ani na agarosovém gelu. Vzhledem k tomu, Ze komeréni vyzivy nemusi obsahovat
pouze ovocnou slozku, ale mohou byt k ni ptidany dalsi latky, plyne z toho, ze vyzivy natfedéné
napt. vodou, obsahuji niz§i mnozstvi DNA v homogenatu.

DalSim divodem miize byt degradace DNA, k niz mohlo dojit pfi dozravani, zpracovani
ovoce (tepelna uprava) nebo pii vyrobé a skladovani vyzivy. Degradace DNA mohla byt
zpusobeny i v pribéhu samotné izolace.

DalSim divodem miiZze byt pfitomnost inhibi¢nich faktord. VSechny analyzované vyzivy
obsahovaly jable¢né pyré, které je bohaté na polysacharidy, které mohou inhibovat PCR reakci.

4.3.14 Analyza modelovych smési a komerc¢nich vzorkid pomoci instrumentalnich
technik

4.3.14.1 Stanoveni obsahu susiny

Ptipravené modelové smeési a komeréni vzorky byly charakterizované z hlediska mnoZstvi
susiny, obsahu celkovych fenolickych latek a flavonoid. Modelové smési byly pfipraveny
podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.1.

Jak je patrné z nésledujici tabulky (Tabulka 29), nejvice vody bylo v jahodéach (96,5 %), poté
v merunkach (96,1 %), v jablcich (92,6 %) a nakonec v malinéch (91,3 %). Tyto hodnoty jsou
ovlivnény pouzitym ovocem, tedy jeho zralosti, odkud pochazelo a podobné. Obsah vody
v jablecném pyré je ovlivnén odstranénim slupky pied samotnou piipravou pyré. To znamena,
Ze by mélo obsahovat vyssi podil vody, nez kdyby v pyré byla ptitomna slupka.

U merunkovo-jablecnych smési 1ze pozorovat urcitd zévislost obsahu vody v modelovych
smésich na podilu ovoce. U jahodovo-malinovych vzorkd je patrna vychylka obsahu vody
uvzorku spomérem 30:70 od ostatnich hodnot, coz mohlo byt zpiisobeno piipravou
modelovych smési. JelikoZ pfipravend pyré nebyla pasirovana, u malinového a jahodového
pyré byly pfitomny drobné pecicky, které mohly zplsobit tuto nepfesnost. Tim je mysleno,
ze z&sobni pyré nebyla zcela homogenni a mohly byt nabrany zrovna malinové pecicky.
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Pro ziskéni idedlnich podminek pro analyzu vzorkd, je vhodné ovocné pyré piepasirovat a az
poté piipravit modelové smési Chyba by se dala eliminovat také piipravenim duplikata
¢i triplikdtu modelovych smési.

Tabulka 29 - Obsah susiny v modelovych a komercnich vzorcich

modelové smési obsah susiny mg/1 g pyré procento susiny [%]
. 0:100 73,9 7,4
= 10:90 72,9 73
= 20:80 71,1 7,1
< 30:70 69,2 6,9
% 40:60 68,6 6,9
2 50:50 59,3 59
100:0 39,0 3,9
0:100 86,8 8,7
2 10:90 65,9 6,6
'?és 20:80 58,8 59
5 30:70 64,9 6,5
2 40:60 56,6 57
2 | 50:50 56,4 5,6
100:0 34,7 3,5
. 1. 55,5 5,5
= 2. 58,7 5,9
Z 3. 41,0 4,1
2 4. 53,6 5.4
g 5. 42,5 4,3
= 6. 51,7 52

4.3.14.2 Analyza celkovych fenolickych ldatek

Obsah celkovych fenolickych latek v pfipravenych modelovych a komer¢nich smésich byl
stanoven spektrofotometricky, podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.18.2. Pomoci kalibra¢ni
kiivky standardu kyseliny gallové (viz Ptiloha 1) byla vypocitana koncentrace celkovych
fenolickych latek ve vzorcich. Pro vypocet koncentrace fenolickych latek byly naméfené
hodnoty absorbance dosazeny do rovnice (4.7).

Vzorky byly proméfeny v tripletech a z naméfenych hodnot byla vypocitdna primérna
hodnota asmérodatna odchylka. Naméfené vysledky celkovych fenolickych latek
v modelovych smésich jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 30) a zndzornény ve dvou
grafech (Obrazek 71 a Obrazek 72). Hodnoty celkovych fenolickych latek v komerénich
vzorcich jsou vyneseny ve stejnych grafech podle obsahované ovocné slozky, aby byla totozna
jako v modelovych smésich.

A=1,599% - ¢ (4.1)

Pomoci internetové databaze Phenol-Explorer a ¢lankt byly zjiStény koncentrace celkovych
fenolickych latek (vmg na 100 g Cerstvé vahy) surovin nachdzejicich se v naSich Sesti
komer¢nich vyzivach. Tyto hodnoty byly také stanoveny Folin-Ciocalteovy metodou a pro lepsi
srovnani jsou uvedeny ve stejnych jednotkach. Jelikoz jsou tyto hodnoty zavislé na pouzité
odrtidé€ i na podminkach péstovani, tak kromé priimérné hodnoty jsou uvedeny také intervaly.
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Tabulka 30 — Celkové fenolickeé latky zjistené z clanki

Plodina Celkové fenolické latky [mg na 100 g FW] zdroj

sttedni hodnota min. max. [77]

jablka se slupkou 200,96 66,20 430,00 [77]
jablka bez slupky 131,80 15,86 690,00 [77]
meruiky 133,00 133,00 133,00 [77]

maliny 154,65 57,51 517,00 [77]

jahody 289,20 72,50 443,40 [77]

banan 154,70 11,80 231,00 [77]

mrkev 57,82 8,21 156,00 [77]
grandtové jablko (Stdva) 121,82 78,44 155,15 [78]

Vypocitané koncentrace celkovych fenolickych (TPC) latek pro modelové a komercni smeési
jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 31). Koncentrace celkovych fenolickych latek
pro Cistd 100% jednoslozkova ovocna pyré se pohybovala od 2,23 mg GAE na 100 g mokré
hmoty (WM) pro ¢isté jablko bez slupky, coz je nizsi hodnota nez hodnota zjisténé z publikaci.
To miiZe byt zptisobeno dlouhodobym uchovanim jablka v mrazaku a jeho degradaci. Pro ¢istou
meruiiku byla hodnota TPC 11,02 mg GAE na 100 g WM, tato hodnota je nizsi nez hodnota
uvedend v publikaci, coz mize byt zplisobeno tim, ze byl pouzit jiny postup nebo nebylo
pouzito zadné extrakéni ¢inidlo. Pro jahodu vysla koncentrace TPC na 99,25 mg GAE na 100 g
WM, coz odpovida intervalu pro jahodu. Pro ¢istou malinu byla koncentrace vypocitana
na 118,40 mg GAE na 100 g, coz také odpovida intervalu z publikaci.

U komer¢nich smési se pohybovala koncentrace celkovych fenolickych latek
11,52-83,97 mg GAE na 100 g WM.

Tabulka 31 - Vypocitany obsah celkovych fenolickych latek

modelové celkové fenolické latky celkové fenolické latky
smési [mg GAE / 100 g mokré vahy] [mg GAE /100 g suché vahy]
o 0:100 2,23 +0,05 7,61 £0,16
= | 10:90 2,32+0,10 7,95 +0,33
= | 20:80 4,48 + 0,03 15,66 + 0,12
s [30:70 3,12+ 0,05 11,27 £ 0,20
S | 40:60 6,66 + 0,12 2429 + 0,42
2 ]50:50 7,82+ 0,50 32,92 +2,09
100:0 11,02 + 0,10 70,56 + 0,61
0:100 118,40 + 0,00 334,56 + 0,00
£ 10:90 113,82+ 0,93 430,95 + 3,51
Tés 20:80 111,61 + 1,74 462,65 + 6,03
= | 30:70 95,96 + 0,14 369,91 + 1,59
2 | 40:60 104,73 £ 0,16 459,32 + 0,69
= [ 50:50 101,47 0,31 450,60 £ 1,38
100:0 99,25 +2,53 718,47 + 0,00
- 1 22,09+ 0,14 98,22 + 0,62
2 2 67,88 + 0,40 288,99 + 1,71
N 3 83,97 £2,18 515,48 + 13,41
2 4 12,79 + 0,49 60,71 +2,32
g 5 57,57+ 0,63 334,73 £3,65
~ 6 11,52 + 0,05 55,59 + 0,24
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U merunkovo-jablecnych modelovych smési 1ze pozorovat vzestupnou tendenci obsazenych
fenolickych latek od Cistého jablka k merunice, at’ uz je hodnota TPC vztazena na mokrou nebo
suchou vahu. Vzorek 20:80 ma vyssi TPC, a to 4,48 mg GAE/100 g WM, nez byla
predpokladana hodnota. Pravdépodobné doslo k chybé pfi navazovani této modelové smesi.
Jelikoz byl ptipraven pouze jeden vzorek, ktery byl dale analyzovan, bylo by bylo vhodné tuto
smés znovu namichat nebo s touto smesi dale nepracovat.

U jahodovo-malinovych modelovych smési 1ze pozorovat vyssi mnozstvi fenolickych latek
u vzorki, kde je zastoupeno vétsi mnozstvi malinového pyré nez jahodového. Pokud mnozstvi
fenolickych latek vztahneme k susing, tak jahodové pyré obsahuje vice fenolickych latek. To je
zpusobeno vys$sim obsahem vody v jahodach nez v malinach. Odchylend hodnota celkovych
fenolickych latek je také u modelové smési s pomérem 30:70, ktera je nizs$i nez predchozi
hodnota vztazena na pyré.

Pro lepsi porovnani komer¢nich vzorki s modelovymi smésmi byly vytvoteny grafy, kde
jsou zobrazeny modelové smési a komercni smési obsahujici stejné ovoce. V grafu (Obrazek
71) jsou zobrazeny modelové smési meruika : jablko a komer¢ni vzorky obsahujici jablko
(1-6) a meruniku (5-6). Na grafu (Obrazek 72) mizeme vidét modelové jahodovo-malinové
smési a komercni vzorky obsahujici jahodu (1-3) a malinu (3-4).

Vsechny analyzované komer¢ni vzorky obsahovaly urcity podil jablka, proto je ocekévana
niz8i koncentrace celkovych fenolickych latek nez u jahodovo-malinovych smési. Komeréni
vzorky muzeme rozdélit na 100% ovocna pyré a ovocna pyré s aditivy. U vzork 1, 3 a 6 byla
vypoc¢itana hodnota TPC do 50 mg GAE na 100 g mokré véhy, coz odpovidd i nizSimu
zastoupeni ovoce (60-85 %). Vzorky 2, 3 a 5 by mély byt podle sloZeni uvedené¢ho na obalu
stoprocentni. Porovnanim komerc¢nich détskych vyziv s hodnotami u jednodruhovych
modelovych smési 1ze pfiblizné odhadnout spravnost vysledkl. Tyto hodnoty slouzi pouze
orientatné. Variabilita hodnot muze byt zplsobena jinym postupem pfi pfipravé smeési,
¢1 pouzitim jiné odriidy. Dulezity je fakt, Ze pfipravené smeési nemély stejné slozeni, co se tyce
pouzitého ovoce ¢i dalSich aditiv.

Nékteré komeréni vzorky obsahovaly navic barvici ovocné arostlinné extrakty,
napt. koncentrat z karotky nebo z grandtového jablka, coZ mohlo ovlivnit naméfené hodnoty.
V tabulce (Tabulka 30) jsou uvedeny hodnoty TPC pro tato aditiva.

Skoro vSechny vzorky kromé vzorku 3 obsahovaly kyselinu askorbovou, ktera je reduk¢énim
¢inidlem, jenZ zabraiiuje enzymatickému zhnédnuti Cerstv€ nakrajeného ovoce a také oxidaci
produktu béhem skladovani. Rovnéz zabranuje poklesu obsahu fenolickych latek v ovoci
a zelening, kdy dokaZe preménit chinony zpét na polyfenoly. Pfitomnost redukujicich
interferenti (napt. kyseliny askorbové) pfi stanoveni TPC v potravindch rostlinného ptivodu
vede k neptesnym odhadlim hodnot TPC [79], [80].

Vzorek 1 by mél obsahovat 65 % jablka a 20 % jahody, hodnota TPC pftiblizné odpovida
modelovym smésim pii vypoctu koncentrace pomoci naméfenych hodnot u ¢istého ovoce.
Nejnizsi hodnota TPC byla naméfena u vzorku 6, ktery obsahoval 60 % ovocné sloZky.
Tento vzorek mé¢l velmi podobnou hodnotu TPC ¢istému meruitkovému pyré.
Pokud byla pouzita napf. jind odriida meruiiky, tak je tato hodnota realna.

Nejvyssi hodnota TPC byla namétena u vzorku 3, ktery obsahoval kromé¢ jablek, i jahody,
banan a maliny, coZ pravdépodobné zpisobilo vyssi hodnoty TPC.

Vzorek 4 mél niz$i hodnotu celkovych fenolickych latek nez vzorek 1, ktery by mél
obsahovat stejny podil ovocné slozky (85 %). Jelikoz obsahoval vice jable¢ného pyré o 10 %
nez vzorek 1 a potom 10 % malinové dfené. U malinového pyré byla stanovena nizsi hodnota
TPC na 100 g WM nezZ pro jahodové pyré, a proto by mél mit vzorek 2 nizsi hodnotu TPC.

82



Jediny vzorek 5 mél mit podle sloZzeni uvedeného na obalu produktu totozné slozeni jako
merunkovo-jablkovd modelova smés s pomérem 30:70. U této komer¢ni smési byla hodnota
vypocitana na 57,57 mg GAE na 100 g WM, coz je fadové vyssi koncentrace celkovych
fenolickych latek neZ u modelové smési s hodnotou 3,12 mg GAE na 100 g WM. Rozdily
hodnot mohly nastat kviili pouziti jiné odridy jablek nebo meruiniky ale také pfitomnym
vitaminem C (viz vyse).

0:100 10:90 20:80 30:70 40:60 50:50 100:0
meruiika : jablko, komer¢ni Vzorky
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Obrazek 71 - Celkové fenolicke latky pro modelové smési merunka : jablko a komercni smési

Z grafu (Obrazek 72) je patrné, ze u komerc¢nich vzorki bylo minoritné zastoupeno jahodové
nebo malinové pyré. Vzorky 1 a 2 by mély obsahovat stejné procentudlni zastoupeni jahody
ato 20 %, ale jejich hodnoty TPC se liSily, coz mohlo byt zplsobeno vétSim mnozstvim
jable¢ného pyré ve vzorku 2. Vzorek 4 obsahoval 10 % malinové dien¢ a mél z téchto Ctyt
komer¢nich vzorkil nejnizsi hodnotu TPC.
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Obrdazek 72 - Celkové fenolické latky pro modelové smési jahoda : malina a komercni smési
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4.3.14.3 Analyza celkovych flavonoidii

Obsah celkovych flavonoidii v modelovych a komer¢nich vzorcich byl taktéz zjistén pomoci
spektrofotometrické metody, jejiz postup je uveden v kapitole 4.2.18.3. Koncentrace celkovych
flavonoidd byla vypocitana pomoci kalibrac¢ni kfivky standardu katechinu (viz Ptiloha 2).
Nameétené hodnoty absorbance byly vlozeny do rovnice (4.2). Kazdy vzorek byl analyzovany
ve tfech opakovanich a z namétenych hodnot byla vypocitana primérné hodnota a odchylka.

A=3,1648 - ¢ (4.2)

Namétené hodnoty celkovych flavonoidi byly piepocitany na mg ekvivalentu katechinu
na 100 g mokré vahy (pyré) a ty jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 32).

U distych ovocnych pyré byla nejniz§i hodnota celkovych flavonoidi (TFC) stanovena
pro jable¢né pyré a to na 0,86 mg CE na 100 g WM, u meruiitkového pyré byla vypocitana
hodnota o mélo vyssi — 3,40 mg CE/100 g WM. U jahodového pyré a malinového pyré byly
hodnoty celkovych flavonoidii na 100 g mokré vahy stanoveny na 19,26 mg u jahody
a 21,56 mg CE u maliny. Jelikoz flavonoidy patii do fenolickych latek, 1ze u hodnot flavonoida
pozorovat stejné tendence, které byly popsany v predchozi kapitole u stanoveni TPC.

Z komercnich vzorki byla nejnizsi hodnota TFC u vzorku 6 a nejvyssi u vzorku 3, u kterého
byla dokonce namétena vyssi hodnota nez u ¢ist¢ho malinového pyré.

Tabulka 32 — Vypocitany obsah celkovych flavonoidu

modelové celkové flavonoidy celkové flavonoidy
smesi [mg CE / 100 g mokré véhy] [mg CE /100 g suché véhy]
o 0:100 0,86 + 0,20 2,92+ 0,68
= | 10:90 0,92 + 0,20 3,16 + 0,69
'S 20:80 1,37 + 0,03 4,78 + 0,09
s [30:70 1,23 +0,25 4,46 + 0,89
S [40:60 2,17 +0,07 7,90 + 0,26
S [50:50 2,60 + 0,07 10,94 + 0,29
100:0 3,40 + 0,10 21,74+ 0,62
0:100 21,56 + 0,50 60,93 + 1,43
£ 11090 22,30 + 1,09 84,45 + 4,14
g 2080 23,59 + 0,72 99,81 + 3,05
= 30:70 20,27 + 0,21 78,33 + 0,82
2 | 40:60 21,89 + 0,63 96,01 + 2,74
E | 50:50 20,23 £ 0,65 89,85 + 2,88
100:0 19,26+ 0,79 137,76 + 5,68
- 1 4,10 + 0,00 18,25 + 0,00
2 2 21,68 + 0,07 92,31 + 0,30
= |3 28,85 + 0,00 177,08 + 0,00
2 4 4,32 + 0,06 20,53 +0,31
g 5 19,93 0,10 115,88 + 0,55
~ 6 3,20 + 0,03 15,43+ 0,14
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Obrdazek 74 - Celkové flavonoidy pro modelové smési jahoda : malina a komercni smési

4.3.14.4 Stanoveni fenolickych latek pomoci vysokorozliSovaci kapalinové chromatografie

Fenolické latky byly stanoveny metodou HPLC podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.19.
Kvalitativni analyza byla provedena na zakladé porovnani reten¢nich €asti z methanolovych
extraktti modelovych smési a komerénich smési s retencnimi Casy standardu fenolickych latek.

Odectena plocha pod pikem byla dosazena do rovnic kalibra¢nich kiivek uvedenych
v nasledujici tabulce (Tabulka 33). Pismenem x je oznacena koncentrace v mg na ml. Grafy
kalibra¢nich ktivek individudlnich standardd naleznete v sekci ptilohy.

Ptiklad chromatogramu komercni vyzivy 2 (Sunarek, jablko + jahoda) miizete vidét v ptiloze
(Ptiloha 10Ptiloha 10Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.).

Postup piipravy methanolovych extraktl z lyofilizované ovocné s§tavy se nezdal jako
nejStastnéji zvoleny zplisob piipravy. Jelikoz ovocné vzorky (Stavy) obsahuji vyssi koncentraci

85



polysacharidl, které nebylo mozné zcela rozpustit v n-hexanu a vznikla v ném nerozpustna
hmota karamelové konzistence. Poté po pfidani methanolu uz Slo vidét, Zze fenolické latky
ptesly z hexanu do methanolu, protoze se u malino-jahodovych vzorkli zbarvil do Cervena
a u merunkovo-jablecnych do Zluta.

Neékteré komeréni vzorky obsahovaly kromé ovocného podilu také vitamin C a rostlinna
barviva jako napt. extrakt z mrkve nebo granatového jablka. Tato aditiva pravdépodobné
mohou ovlivnit slozeni fenolickych latek ve vzorcich.

Markerem pro jablko by mél byt floridzin. Neloupana jablka jsou bohat$im zdrojem
floridzinu nez loupana, protoze obsah floridzinu v jablecné slupce se pohybuje od 12418 mg
na kg, zatimco v jable¢né duzin¢ od 4-20 mg na kg. Staré odriidy jablek navic obsahuji vétsi
mnozstvi floridzinu nez novéjsi [81].

Tabulka 33 — Rovnice kalibracnich kiivek standardii fenolickych latek

Standard Rovnice kalibra¢ni kiivky
kyselina gallova y=5315,7-x

floridzin y=3605,7-x
kvercetin-3-glukosid y=19347-x

kyselina kumarova y=49622-x
pelargonidin-3-glukosid y=6535-x

resveratrol y=3036,8-x

Jednim zpiisobem vyhodnoceni je porovnani obsahu vybranych fenolickych latek
v komercnich vzorcich s detekovanymi fenolickymi latkami v jednodruhovych modelovych
smésich.

Komer¢ni vzorky, jahodovy a malinovy vzorek musely byt nafedény dvakrat, aby mohly byt
analyzovany, zatimco vzorky pro meruniku a jablko nemusely byt viibec fedény.

Kvantitativni analyza byla provedena jen pro Sest vybranych fenolickych latek, které¢ by
pomohly urcit pouZité ovoce.

U chromatogramu pro jahodové pyré byl nejvice vyraznym pikem pelargonidin-3-glukosid
(5,71 mgna 100 g WM), kyselina gallova (3,22), quercetin-3-glukosid a kyselina chlorogenova
byla zastoupena také. I kdyz byl floridzin pfitomen, tak se jednalo o malinky pik ve srovnani
s ostatnimi fenolickymi latkami.

Z chromatogramu pro vzorek malinového pyré nebylo mozZné jednozna¢né kvantifikovat
kyselinu gallovou (redlnda hodnota se miZze mirné lisit), protoZe byla spojena v jeden pik
s dal§imi slou¢eninami. U maliny byl detekovan hesperidin, pelargonidin-3-glukosid, kyselina
vanilova, kvercetin-3-glukosid. Floridzin byl také zastoupen ve velmi malém mnozZstvi.

U chromatogramu pro Cisté jable¢né pyré byla detekovana kyselina gallova. Fenolické latky
jako jsou kyselina kdvova, hesperidin a floridzin byly ve srovnani s pikem kyseliny gallové
vyrazngj$i. Ve srovnani s pfedchozimi vzorky mél pelargonidin-3-glukosid maly pik,
ktery pfi kvantifikaci vySel nulovy.

V naSem pfipad¢ byla k vyrob¢ jable¢ného pyré s velkou pravdépodobnosti pouzita jina
odriida (jona prince), nez byla pifitomna v komercnich vzorcich. Nizs§i hodnota floridzinu
(0,03 mg na 100 g WM) mohla byt ovlivnéna i tim, Ze pted ptipravou pyré bylo jablko oloupano
a zbaveno jadfince.

Nékteré z vybranych fenolickych latek nebyly vibec detekovany ani v modelovych
nebo komer¢nich vzorcich. Jednalo se o aloenin, daidzein, genistein a apigenin.
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Podle etikety mél komer¢ni vzorek 1 obsahovat 65 % jable¢né diené a 20 % jahodové dieng,
zbylych 18 % pftipadlo na vodu, cukr, Skrob, extrakty (koncentrat z karotky a granatového
jablka) a vitamin C. Tento vzorek obsahoval 0,36 mg floridzinu na 100 g WM., coz by
potvrzovalo pfitomnost jablecného pyré ve vzorku, pravdépodobné jiné odrudy. Na 100 g
mokré vahy byl obsah pelargonidinu-3-glukosidu 0,02 mg a kvercetinu-3-glukosidu 0,01 mg
docela nizky oproti nasi Cisté jahod¢. Pokud vezmeme v potaz, ze by ve vzorku mélo byt
jahodové pyré zastoupeno jen ve 20 % (obsah pelargonidinu-3-glukosidu se u modelovych
vzorkl snizoval se snizujici se koncentraci jahodové DNA) a jablkové pyré v malé miie nebo
vibec neovlivni obsah pelargonidinu-3-glukosidu, tak naméfend koncentrace je velmi nizka.
To muze byt zpiisobeno pouzitim jiné odridy jahody, degradaci komer¢niho vzorku nebo
mensim mnozstvim jahody, nez je uvadéno na obalu. Vypada, ze vzorek obsahuje jablkové pyré
1 jahodové. Pravdépodobné jahodové pyré je obsazeno v mensi mife, nez je uvadéno na obalu.

Komerc¢ni vzorek 2 by mél obsahovat 80 % jable¢ného pyré, 20 % jahodového pyré
a koncentrat citronové st'avy a vitamin C. Mnozstvi jahodového pyré by mélo byt totozné jako
u vzorku 1, ale hodnoty ma vyssi pro vSechny analyzované latky, ale pfesto nedostatecné,
pokud bychom je vztahovali na nami namétené hodnoty pro ¢istou jahodu. Znovu mohlo dojit
k degradaci produktu ¢i pouziti jiné¢ odrudy jahody, ¢i mensiho mnozstvi jahodového pyré.
Obsah floridzinu byl stanoven na 3,16 mg na 100 g WM, coZ je o hodné vyS$si hodnota
nez unasi Cistého jable¢ného pyré. Je mozné, Ze pfi pripravé vyzivy pouzily jinou odridu
jablek nebo pouzily jablka i se slupkami. ZvIlastni je vyssi obsah resveratrolu, a to 0,22 mg
na 100 g WM, ktery mohl byt pfitomny z koncentratu citronové §t'avy nebo i z jahod. Z toho
plyne, Ze vzorek obsahoval pravdépodobné ob¢ pyré deklarovand na obalu, jestli ale uvadéna
procenta odpovidaji je sporné [82].

Vzorek 3 by mél obsahovat dle sloZzeni uvedeného na obalu: 77 % jablka, 10 % jahody,
banan, 4 % maliny a mrkvovou $tévu z koncentratu. Vzorek obsahuje 0,82 mg floridzinu
na 100 g WM, z ¢eho Ize usuzovat, ze bylo pouzito jablecné pyré. JelikoZ se jednd o ¢tyfi druhy
ovoce, tak pro zjednoduseni se budeme divat na vzorek tak, ze obsahuje pouze 3 druhy ovoce
a fenolické latky v bandnu budeme zanedbévat, protoze pro toto ovoce nejsou naméfena data.
Orientaéné pokud bychom vypocitali obsah pelargonidinu-3-glukosidu ve vzorku obsahujici
10 % jahodového pyré a 4 % malinového pyré a ziedili ho pouze methanolem, tak by vypocetné
jeho koncentrace byla 0,59 mg na 100 g. Naméfend hodnota pelargonidinu-3-glukosidu
(0,07 mg) je nizsi nez byla timto zplisobem vypocitana hodnota. Kvercetin-3-glukosid nebyl
vibec detekovan u tohoto vzorku, takze pravdépodobné pouzily ovoce s mensim mnozstvim
téchto fenolickych latek neZ byla ovoce pouzitd na pfipravu modelovych smési. Nebo byly
fenolické latky degradovany. Tento vzorek pravdépodobné obsahuje jablecnou DNA
a jahodovou a malinovou DNA by také mohl obsahovat.

Vzorek 4 by mél obsahovat podle obalu 75 % jable¢né dien¢, 10 % malinové, vodu, cukr,
Skrob, extrakty (koncentrat z karotky a granatového jablka) a vitamin C. U tohoto vzorku bylo
2,82 mg floridzinu, co by mélo detekovat ptitomnost jable¢ného pyré. U €istého malinového
a jablkového pyré nebyla detekovéana kyselina kumarova, kterd ale byla detekovana u tohoto
vzorku v koncentraci 0,03 mg na 100 g WM. Kvercetin-3-glukosid by pravdépodobné mél byt
pritomen v tak malé koncentraci, ze by mél byt problém ho detekovat, coz odpovida. Pokud se
zaméfime na pelargonidin-3-glukosid, tak ho bylo ve vzorku 0,31 mg na 100 g WM, coz je
o néco malo nizsi hodnota nez byla vypocitana z modelového malinového pyré 0,57 mg
na 100 g WM. Z téchto hodnot Ize usuzovat, Ze je piekvapivy vysoky obsah kyseliny gallové
a pritomnost kyseliny kumarové, ale jinak se da fict, ze vzorek pravdépodobné obsahuje
jablkové i malinové pyré, kdy malinové pyré bylo pravdépodobné degradovano pii vyrobé& nebo
byla pouzita jina odrada maliny.
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Vzorek 5 by mél obsahovat 70 % jable¢ného pyré, 30 % merunkového pyré a vitamin C.
Hodnota kyseliny gallové byla 4,16 mg na 100 g WM, tato hodnota je o hodné vyssi,
nez u Cistych smési meruniky a jablka. Hodnoty pelargonidinu-3-glukosidu a kyseliny
kumarové jsou také vyssi nez by byly, pokud by byly pouzity stejné odridy ovoce.
Vzorek obsahuje floridzin (1,88 mg na 100 g WM), ktery indikuje ptitomnost jable¢ného pyré,
meruiitkovou DNA by mohl vzorek obsahovat, ale pravdépodobné obsahuje 1 néco dalsiho,
které zvysilo hodnotu pelargonidinu-3-glukosidu.

Vzorek 6 mél obsahovat nejmensi podil ovocné slozky, a to 40 % meruiikové diené, vodu,
20 % jable¢né diené, cukr, fruktézovy sirup, Skrob, kyselinu citronovou a vitamin C. Obsah
floridzinu je niz8i nez u predchozich komercnich vzorkd, coz i odpovida nizSimu zastoupené
mnozstvi jable¢ného pyré. Hodnota kyseliny kumarové odpovidd, ale hodnoty pelargonidinu-
3-glukosidu (0,04 mg) a kvercetinu-3-glukosidu (0,01 mg) jsou vyssi nez by byly ocekavany
pti tomto slozeni z hodnot pro Cisté ovoce. Tuto hodnotu mohly ovlivnit i pfidany extrakt
z granatového jablka.

Mnozstvi polyfenoli v merunkach zavisi prevazné na pouzitém kultivaru a oblast péstovani
nema na tuto hodnotu az tak vyznamny vliv. JelikoZ pro meruitkovou DNA neexistuje né&jaky
specificky marker, tak by u nich mély dominovat z fenolickych latek flavan-3-oly, kyselina
chlorogenova a kvercetin-3-rutinosid [83].

Lze jen konstatovat, ze pravdépodobné je u vzorku 6 pfitomné jablkové i meruiikové pyre,
kdy asi pouzily jinou odriidu meruiiky.

Tabulka 34 — Obsah vybranych fenolickych latek ve vzorcich

Fenolické latky [mg / 100 g mokré vahy]
kyselina | pelargonidin-3- | kyselina | kvercetin-3- .
vzorky g};llové ’ gl%lkosid ku}IInarové glukosid floridzin | Resveratrol
jahoda 3,22 5,71 0,60 0,23 0,19 n.a.
malina 1,77 0,52 n.a. 0,03 0,06 n.a.
merunka 1,07 0,04 n.a. n.a. 0,10 n.a.
jablko 0,19 0,00 0,00 n.a. 0,03 n.a.
1 0,38 0,02 0,04 0,01 0,36 0,01
2 4,09 0,43 0,26 0,26 3,16 0,22
3 4,15 0,07 0,66 n.a. 1,59 n.a.
4 0,60 0,02 0,03 0,02 0,82 n.a.
5 4,16 0,31 0,05 n.a. 1,88 0,05
6 0,92 0,04 n.a. 0,01 0,24 0,02
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5 SHRNUTI VYSLEDKU A ZAVER

Ptedlozend diplomova prace byla zaméfena na screeningovou analyzu détskych ovocnych
presnidavek a zjisténi jejich autenticnosti.
Pomoci komer¢niho izola¢niho kitu (od EliGene) byla uspé$né izolovana rostlinna DNA

zjahody, merunky, maliny a jablka. Amplifikovatelnost izolované DNA byla ovéfena
(az na jeden jahodovy vzorek) pomoci primera specifickych pro ITS2 region rostlin.

Poté byla rostlinnd DNA amplifikovéna s vyuzitim specifickych primert pro dané ovoce.
Pro jahodovou DNA byl vybran primer APX1B, u kterého ma produkt amplifikace teplotu tani
80,63 °C a délka tohoto produktu je okolo 655 bp. Pro meruiikovou DNA byl vybran primer
AGS6 a detekovany amplikon mél teplotu tani 77,19 °C a délku 244 bp. Pro malinovou DNA
byl vybran primer RiIACO1 a jeho specificky produkt mél teplotu tani 85,51 °C a délku 218 bp.
Pro jablkovou DNA byl vybran primer FT MDP, jehoz detekovany PCR produkt mé¢l teplotu
tani 80,74 °C a dé¢lka fragmentu byla stanovena na 182 bp.

Teplotni profil PCR byl pro vSechny c¢tyfi vybrané primery nakonec zvolen totozny,
aby mohla byt vytvofena multiplex PCR.

V dal$im kroku byly navrhnuty dvé duplex PCR, navzdjem byly kombinovany primery
APX1B (jahoda) s RIACO1 (malina). Druha PCR smés obsahovala dvojici paru primera
pro merunikovou (AGS6) a jablkovou (FT MDP) DNA.

Aby doslo k amplifikaci konkrétniho tiseku DNA, bylo potieba ovéfit specificnost vybranych
primert. Navzajem byly kombinovany primery s izolovanou ovocnou DNA z jahody, meruiiky,
maliny a jablka. Bylo zjisténo, Ze primery AGS6, RIACO1 a FT MDP jsou specifické pro dané
ovoce. Primer APX1B reagoval s malinovou DNA, takze v pfipadé optimalizace tohoto
postupu by bylo vhodné navrhnout zatazeni pozitivni kontroly, aby se zamezilo falesné
pozitivnimu vysledku.

Byly ptipraveny modelové smési, které obsahovaly, bud’ jahodové a malinové pyré,
nebo meruikové a jable¢né pyré. Vzniklo tak celkem sedm riznych pomérd, a to 100:0, 50:50,
40:60, 30:70, 20:80, 10:90 a 0:100. Bylo koupeno Sest komer¢nich détskych vyziv, u kterych
byly zastoupeny ve vétSiné piipadi dvé ze ¢ty vybranych ovoci. Z téchto modelovych
1 komer¢nich vzorkii doSlo kizolaci DNA. Ze vzorki byla DNA vyizolovana v nizké
koncentraci (max. do 11 ng/ul). Poté byla ovétena amplifikovatelnost izolované DNA pomoci
primerti specifickych pro ITS2 region. VSechny modelové smési se amplifikovaly, coz bylo
potvrzeno 1 naagarosovém gelu. Z komer¢nich vzorkd se amplifikovaly vSechny,
ale detekovany na gelu nebyly vzorky 4 a 6.

U modelovych smési a komer¢nich piesnidavek byla snaha o identifikaci rostlinné DNA
pomoci duplex PCR a nasledné elektroforetické analyzy. U modelovych meruitkovo-
jable¢nych smési kombinace meruitkového a jable¢ného primeru fungovala, protoze byla
uspésné potvrzena pritomnost meruitkové i jablecné DNA ve vzorcich. Teplota tani se u vzork
obsahujicich vic nez 20 % merunikové DNA pohybovala od 77,25 do 77,82 °C. Teplota tani
amplifikované jablecné DNA se pohybovala okolo 80,46-81,02 °C. Pokud vzorek obsahoval
10 % meruitkové DNA a 90 % jablecné DNA, kiivka tani byla podobnéjsi vzorku s Cistou
jablecnou DNA a tomu odpovidaly i teploty tani. Aby byly vzorky spravné vyhodnoceny je
nutné provést horizontalni elektroforézu na 1,2% agarosovém gelu, na kterém je detekovatelné
1 toto mnozstvi merunky:.
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Pomoci duplex PCR sprimery APX1B a RiACOIl bylo mozné ve smési analyzovat
pritomnost malinové i jahodové DNA. Jestlize vzorek obsahoval jahodovou DNA, teplota tani
se pohybovala mezi 80,31-80,47 °C. U vzorku 50:50 se spiSe amplifikovala malinovd DNA nez
jahodova, specificky amplikon pro jahodovou DNA byl detekovén az pii analyze gelu. Pokud
vzorky obsahovaly malinovou DNA, tak se teplota tani pohybovala od 85,16 do 85,26 °C.

U komer¢nich vzorka amplifikace navrhnutou metodou duplex PCR uz tak dobfie
nefungovala jako u modelovych smési. Mohlo to byt zplisobeno nizkou koncentraci izolované
DNA, ktera pravdépodobn¢ obsahovala kontaminanty.

Je vhodné, aby se pfi ptipravé modelovych smési zohlednily technologické postupy, které
jsou pouzity pii vyrobé komercnich vyziv. Hlavnimi rozdily mezi piipravenymi modelovymi
smésmi a komerénimi vzorky je fakt, Ze modelové smési nebyly tepelné upraveny, pasirovany
a byly bez jakychkoliv pfidanych latek. Jelikoz vétSina ovocnych piesnidavek obsahuje
jable¢né pyré, bylo by vhodnéjsi ptipravit a analyzovat modelové smési se stejnym poméerem
surovin, jako se pouzivaji ukomercnich vzorkd. Takové vzorky by Iépe odpovidaly
dostupnému sortimentu vyziv.

Z analyzy détskych vyziv pomoci biologickych metod zalozenych na analyze DNA vyplyva,
ze vSechny komer¢ni vzorky obsahovaly jablecnou DNA. Komeréni vzorky 1 a 2 by navic
mohly obsahovat malinovou DNA, coz neodpovida sloZeni. Tyto oba vzorky by mély obsahovat
20 % jahodového pyré, které nebylo potvrzeno pomoci specifického primeru APXIB.
Pravdépodobné byl nevhodné zvolen primer APX1B, protoze tvoii vétsi fragmenty (655 bp).
Zaroven je mozné, ze DNA u komer¢nich vyziv byla technologickym postupem degradovana,
a proto nelze vytvofit tak dlouhé amplikony jahodové DNA.

U vzorku 3 byla potvrzena pritomnost jablecné, jahodové a malinové DNA, odpovida to
sloZzeni vzorku, ve kterém by navic uz méla byt jen bandnovd DNA. Dokonce by mohl
obsahovat merunkovou DNA podle teploty tani specifického produktu, ktery vznikl pii reakci
s primery AGS6 a FT MDP.

U vzorku 4 nebyla potvrzena pfitomnost malinové DNA, ale mohl by obsahovat meruiikovou
DNA, stejné jako piedchozi vzorek 3.

U vzorku 6 byla potvrzena meruiikova i jablkova DNA, coz odpovida slozeni produktu.

Pro molekularné biologické metody slouZily jako srovndvaci metody: stanoveni celkovych
fenolickych latek a flavonoidl ve vzorcich a HPLC. Vypocitané hodnoty TPC byly srovnany
1sdal$imi studiemi. Pfianalyze celkovych fenolickych latek a celkovych flavonoida
obsahovaly meruiikovo-jablecné smési nizSi koncentrace celkovych fenolickych latek
neZ jahodovo-malinové smési. Komercéni vzorky by mohly odpovidat slozeni uvedenému
na obalu kromé vzorku 5, ktery mél velmi vysoké hodnoty TPC. Hodnoty pro celkové
flavonoidy koreluji s hodnotami TPC. Jelikoz se jednad pouze o orientacni metodu, byly tyto
hodnoty doplnény namétenymi koncentracemi vybranych fenolickych latek pomoci HPLC.

Opét zminuji, Ze by bylo vhodné pfipravit srovnavaci modelové vzorky stejnym zplisobem
jako byly pfipraveny komeréni vzorky, pokud dochazelo k vyraznému poklesu obsahu
nekterych fenolickych latek pfi pfipravé vyziv, tak vzajemné porovnani naméfenych hodnot
nedava vérohodné vysledky. Kazdy vzorek obsahoval celé spektrum fenolickych latek, které se
pi1 HPLC navzédjem ovliviiovaly.

Vysledky HPLC analyzy potvrdily pfitomnost floridzinu v komerénich vzorcich, a tedy
pfitomnost jableného pyré uvSech Sesti vzorkll. Jelikoz jeho hodnoty byly vySsi
nez u jablkového pyré z odridy jona prince, tak to indikuje pouziti jiné odrady jablka k ptipravé
komer¢nich vzorkd.
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U komer¢nich vzorkli 1 a 2, ukterych bylo uvedeno stejné procentualni zastoupeni
jahodového pyré. Uvzorku 2 se naméieny obsah fenolickych latek 1épe shodoval
s predpokladanymi hodnotami. U obou vzorkti byly naméfeny niz$i koncentrace pelargonidinu-
3-glukosidu a kvercetinu-3-glukosidu, které¢ byly zvoleny za fenolické slouceniny slouzici
ke zjisténi autenticity jahodového pyré. Jednim z vysvétleni je, Ze technologickou pifipravou
doslo ke snizeni mnozstvi fenolickych latek, dalsim vysvétlenim je pouziti jiné odrady jahody
nebo mensi mnozstvi jahodového podilu ve vzorcich. Obsahovaly také pravdépodobné jinou
odrtdu jablka.

Pro vzorek 3 byla potvrzena ptfitomnost jablkového pyré, tento vzorek pravdépodobné
obsahuje jahodové i malinové pyré. Tato pyré byla bud’ degradovana, vyrobena z jinych odrad,
nebo jich bylo pouzito méné nez se uvadi na etiketé.

U vzorku 4 byla potvrzena piitomnost jablecného pyré (jina odriida) a pravdépodobné
obsahuje i malinové pyré, u kterého byly degradovany fenolické slouCeniny pii jeho vyrobe.

Vzorek 5 pravdépodobné obsahuje jablecné pyré. U merunkového ani jable¢ného
modelového pyré nebylo detekovano vyssi mnozstvi pelargonidinu, jehoz koncentrace byla
u tohoto vzorku vysoka. Toto pyré moznéd obsahovalo 1 dalsi slozky, které nebyly uvedeny
ve slozeni produktu.

Vzorek 6 pravdépodobné odpovida slozeni uvedenému na obalu, kdy byly pouzily jiné
odrtdy jablka i merunky.

Pouzitymi metodami a jejich kombinaci se pravdépodobné dé ovétit pfitomnost vybranych
druhii ovoce v potravinovych produktech, ale bylo by vhodné vyuzit dal§i metody pro potvrzeni
vysledkl, nebo se zaméfit na detailnéjsi optimalizaci. At uz pfi piipravé modelovych smési
nebo samotnych metod.

91



SEZNAM LITERARNICH ZDROJU

[1] CIZKOVA, Helena, Rudolf SEVCIK, Ale§ RAJCHL, Jan PIVONKA a Michal
VOLDRICH. Trendy v autenticité potravin a v piistupech k detekci falsovani. Chemické
listy [online]. Praha: Institute of Chemical Technology, 2012, 106(10), 903-910 [cit.
2020-03-25]. ISSN 1213-7103. Dostupné Z: http://chemicke-
listy.cz/docs/full/2012_10 903-910.pdf

[2] SOVOVA, Tereza, Kiizovdi BARBORA a Ovesna JAROSLAVA. Determining the
optimal method for DNA isolation from fruit jams. Czech Journal of Food Sciences
[online]. 2018, 36(2), 126-132 [cit. 2020-03-23]. DOI: 10.17221/340/2017-CJFS. ISSN
12121800. Dostupné z: https://www.agriculturejournals.cz/publicFiles/244064.pdf

[3] MIKOVA, Kamila. Vyhlaska o potravinach uréenych pro zvlastni vyzivu. Envi profi

[online]. Praha: Verlag Dashofer, nakladatelstvi, spol. s r. 0., 1997-2020 [cit. 2020-02-
12]. Dostupné z: https://www.enviprofi.cz/33/vyhlaska-o-potravinach-urcenych-pro-
zvlastni-vyzivu-uniqueidmRRWSbk 1 96FN{8-
JVUN4EIC cGyFPGgP7v714GgXg0/Aspekty%20bezpe%C4%8Dnosti%20a%20%C3
%BAdr%C5%BEby%20nov%C4%9B%20instalovan%C3%BDch%20a%20moderniz
ovan%C3%BDch%20v%C3%BDrobn%C3%ADch%20za%C5%99%C3%ADzen%C
3%AD

[4] CIZKOVA, H., R. SEVCIK, A. RAJCHL a M. VOLDRICH. Nutritional Quality of
Commercial Fruit Baby Food. Czech Journal of Food Sciences. 2009, 27(1), 134-137.
DOI: 10.17221/616-CJFS. ISSN 12121800. Dostupné Z:
https://ukp.vscht.cz/files/uzel/0007349/Cizkova+2009.pdf?redirected

[5] SEIDEL, Kathrin, Johannes KAHL, Flavio PAOLETTI et al. Quality assessment of baby
food made of different pre-processed organic raw materials under industrial processing
conditions. Journal of Food Science and Technology. 2015, 52(2), 803-812. DOI:
10.1007/s13197-013-1109-5. ISSN 0022-1155. Dostupné zZ:
http://link.springer.com/10.1007/s13197-013-1109-5

[6] The fight against food fraud. Food & Feed Analysis: a division of R-Biopharm AG
[online]. Darmstadt: R-Biopharm AG [cit. 2020-03-26]. Dostupné z: https://food.r-
biopharm.com/news/the-fight-against-food-fraud/

[71 ANDREWS, Ryan. Infant nutrition: The best nutrition from birth to year one.
PrecisionNutrition [online]. New York: Precision Nutrition Inc., 2020 [cit. 2020-03-29].
Dostupné z: https://www.precisionnutrition.com/all-about-infant-nutrition

[8] Ovocné piikrmy — jaké a kdy zacit. Sunar [online]. Hero Czech, s. r. 0, 2020 [cit. 2020-
03-29]. Dostupné z: https://www.sunar.cz/ovocne-prikrmy-jake-a-kdy-zacit/

[9] ZICHA, O., M. MANAS a J. NOVAK. Profil taxonu: ¢eled’ razovité Rosaceae L.
BioLib: Biological Library [online]. 1999-2019 [cit. 2020-03-26]. Dostupné z:
https://www.biolib.cz/cz/taxon/id3270/

[10] SYTSMA, Kenneth. Rosaceae: Plant family. Encyclopcedia Britannica [online].
Chicago: Britannica Group [cit. 2020-03-26]. Dostupné Z:
https://www.britannica.com/plant/Rosaceae

[11] ROBERTSON, Kenneth a Kenneth SYTSMA. Rosales: Plant order. Encyclopceedia
Britannica [online]. Chicago: Britannica Group [cit. 2020-03-26]. Dostupné z:
https://www.britannica.com/plant/Rosales/Economic-and-ecological-
importance#ref1009940

[12] MAHMOOD, Tahir, Farooq ANWAR, Mateen ABBAS a Nazamid SAARI. Effect of
Maturity on Phenolics (Phenolic Acids and Flavonoids) Profile of Strawberry Cultivars

92



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

and Mulberry Species from Pakistan. International Journal of Molecular Sciences
[online]. 2012, 13(4), 4591-4607 [cit. 2020-03-23]. DOI: 10.3390/ijms13044591. ISSN
1422-0067. Dostupné z: http://www.mdpi.com/1422-0067/13/4/4591

Multimedidlni ucebni text Obecnd botanika: Morfologie a klasifikace plodu. Kiwi:
uzivatelsky server Mendelovy univerzity v Brné [online]. Brno: Mendelova univerzita v
Brng [cit. 2020-03-26]. Dostupné Z:
http://web2.mendelu.cz/af 211 multitext/obecna botanika/texty-organologie-
morfologie klasifikace plodu.html

LEE, Byung-Hyun, Jinki JO a Won-IIl CHUNG. Sequence Variability of Nine Cytosolic
Ascorbate Peroxidases in Polyploid Strawberry. DNA Sequence [online]. 2009, 11(6),
475-484 [cit. 2020-03-25]. DOI: 10.3109/10425170109041331. ISSN 1042-5179.
Dostupné z: http://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/10425170109041331

KOPEC, Karel. Tubulky nutricnich hodnot ovoce a zeleniny. Praha: Ustav zemé&délskych
a potravinatskych informaci, 1998. ISBN 80-861-5364-9.

LOZANO, Jorge. Fruit Manufacturing: Scientific Basis, Engineering Properties, and
Deteriorative Reactions of Technological Importance [online]. United States of
America: Springer, 2006 [cit. 2020-03-24]. ISBN 0-387-30616-1. Dostupné z:
https://books.google.cz/books?id=SoiEgjFMTjY C&pg=PA148&Ipg=PA148&dq=apric
ottapple+flavonoids&source=bl&ots=ch6ZBPJCPk&sig=AC{fU3U1jlqTAITer6 -
eSZvQZ6Z-1mECg&hl=cs&sa=X&ved=2ahUKEw;]9s-
_s6LPoAhXPy6QKHXIIB2kQ6AEWAHOECACcQAQ#v=onepage&q=apricot%20appl
€%?20flavonoids&f=false

Lécivé rostliny. Praha: Ottovo nakladatelstvi, 2010. Ottlv privodce ptirodou. ISBN
978-80-7360-588-9.

REKIKA, Djamila, Shahrokh KHANIZADEH, Martine DESCHENES, Audrey
LEVASSEUR, Marie CHARLES, Rong TSAO a Raymond YANG. Antioxidant
Capacity and Phenolic Content of Selected Strawberry Genotypes. HortScience [online].
2005, 40(6), 1777-1781 [cit. 2020-07-19]. DOI: 10.21273/HORTSCI1.40.6.1777. ISSN
0018-5345. Dostupné z: https://journals.ashs.org/view/journals/hortsci/40/6/article-
pl777.xml

ERDOGAN-ORHAN, Ilkay a Murat KARTAL. Insights into research on
phytochemistry and biological activities of Prunus armeniaca L. (apricot). Food
Research International [online]. 2011, 44(5), 1238-1243 [cit. 2020-03-27]. DOI:
10.1016/j.foodres.2010.11.014. ISSN 09639969. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0963996910004473

BAZANT, Zdenék. Péstujeme meruiiky. Praha: Grada, 2004, 100 s. Ceska zahrada,
(57.). ISBN 80-247-0873-6.

JIMENEZ, A., M. MARTINEZ-TOME, 1. EGEA, F. ROMOJARO a M. MURCIA.
Effect of industrial processing and storage on antioxidant activity of apricot (Prunus
armeniaca v. bulida). European Food Research and Technology [online]. 2008, 227(1),
125-134 [cit. 2020-03-27]. DOI: 10.1007/s00217-007-0701-1. ISSN 1438-2377.
Dostupné z: http://link.springer.com/10.1007/s00217-007-0701-1

SHAHIDI, Fereidoon a Marian NACZK. Phenolics in food and nutraceuticals. 1st
Edition. Boca Raton: CRC Press, 2003, 576 s. ISBN 15-871-6138-9. Dostupné z:
https://www.academia.edu/4200762/Phenolics_in_Food and Nutraceuticals Phenolic
s_in_Food and NutraceuticalsPrefaceFereidoon Shahidi

FRANCINI, Alessandra a Luca SEBASTIANI. Phenolic Compounds in Apple (Malus
x domestica Borkh.): Compounds Characterization and Stability during Postharvest and

93



[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

after Processing. Antioxidants [online]. 2013, 2(3), 181-193 [cit. 2020-03-26]. DOI:
10.3390/antiox2030181. ISSN 2076-3921. Dostupné z: http://www.mdpi.com/2076-
3921/2/3/181

MARKOWSKI, Jarostaw a Witold PLOCHARSKI. Determination of phenolic
compounds in Apples and processed apple products. Journal of Fruit and Ornamental
Plant Research [online]. 2006, 14(2) [cit. 2020-03-26]. ISSN 1231-0948. Dostupné z:
http://www.insad.pl/files/journal pdf/Suppl 2 2006/Suppl 2 full 12 2006.pdf

IACOPINI, Patrizia, Fabiano CAMANGI, Agostino STEFANI a Luca SEBASTIANI.
Antiradical potential of ancient Italian apple varieties of Malusxdomestica Borkh. in a
peroxynitrite-induced oxidative process. Journal of Food Composition and Analysis
[online]. 2010, 23(6), 518-524 [cit. 2020-03-26]. DOI: 10.1016/j.jfca.2009.05.004.
ISSN 08891575. Dostupné Z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0889157509001574

FU, Li, Bo-Tao XU, Xiang-Rong XU, Ren-You GAN, Yuan ZHANG, En-Qin XIA a
Hua-Bin LI. Antioxidant capacities and total phenolic contents of 62 fruits. Food
Chemistry  [online]. 2011, 129(2), 345-350 [cit. 2020-03-26]. DOI:
10.1016/j.foodchem.2011.04.079. ISSN 03088146. Dostupné zZ:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814611006455

ANDRADE, Ana, Srinivasan DAMODARAN a Kirk PARKIN, ed., Owen FENNEMA.
Fennema's Food Chemistry. 4th edition. Boca Raton: CRC Press, 2008, 1144 s. ISBN
0-8493-9272-1. Dostupné Z
https://www.academia.edu/8361211/Fennemas_Food Chemistry 4th edition .pdf

MAREK, Adam. Vyroba rozmélnénych ovocnych polotovarii. Praha: VSCHT, 2016, 19
s. Dostupné z: https://docplayer.cz/25712572-Vyroba-rozmelnenych-ovocnych-
polotovaru-rozmelnene-ovocne-materialy-se-pouzivaji-jako-vyroba-rozmelnenych-
ovocnych-polotovaru.html

KADLEC, Pavel, Karel MELZOCH a Michal VOLDRICH. Prehled tradicnich
potravindrskych vyrob: technologie potravin. Ostrava: Key Publishing, 2012.
Monografie (Key Publishing). ISBN 978-80-7418-145-0.

HORCIN, Vojtech. Technoldgia spracovania ovocia a zeleniny. 2. nezm. vyd. Nitra:
Slovenska pol'nohospodarska univerzita, 2008. ISBN 978-80-552-0063-7.

DASENAKI, Marilena a Nikolaos THOMAIDIS. Quality and Authenticity Control of
Fruit Juices-A Review. Molecules [online]. 2019, 24(6) [cit. 2020-07-16]. DOI:
10.3390/molecules24061014. ISSN 1420-3049. Dostupné Z
https://www.mdpi.com/1420-3049/24/6/1014

TAUFEROVA, Alexandra, Martina OSTADALOVA, Zdeiika JAVURKOVA, Michaela
PETRASOVA a Petra CASLAVKOVA. Technologie a hygiena potravin rostlinného
puvodu I, II. [online]. Brno: VFU Brno, 2014, 170 s. [cit. 2020-05-16]. Dostupné z:
https://fvhe.vfu.cz/files/rostliny-technologie a hyg. potravin,skripta.pdf

CIZKOVA, Helena. Metody hodnoceni autenticity a detekce falSovani potravin.
Potraviny info [online]. Praha: Verlag Dashdfer, nakladatelstvi, spol. s r. 0., 2020 [cit.
2020-03-27]. Dostupné z:  https://www.potravinyinfo.cz/33/metody-hodnoceni-
autenticity-a-detekce-falsovani-potravin-uniqueidmRRW Sbk 196 FN{8-

JVUN4ENIC cGyFPGgsq6VIC6jhTPVRYFLS2WAvVA/%C2%A8

JEZEK, Frantisek a Alena SALAKOVA. Senzorickd analyza potravin [online]. Brno:
VFU, 2012 [cit. 2020-03-27]. Dostupné¢ z: https://fvhe.vfu.cz/files/skripta-
senzorika 2012.pdf

94



[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

CIZKOVA, Helena. Uvod do problematiky falsovani potravin. Potraviny info [online].
Praha: Verlag Dashofer, nakladatelstvi, spol. s 1. 0., 2020 [cit. 2020-03-28]. Dostupné z:
https://www.potravinyinfo.cz/33/uvod-do-problematiky-falsovani-potravin-
uniqueidmRRWSbk196FN{8-jVUh4EtI668NLi3Lvk4eZIhFhv3b2ZspOsA8wwA/

SPANOVA, Alena a Bohuslav RITTICH. Analyza vybranych druhii bakterii mlécného
kvaseni pomoci metod molekuldrni biologie. Prvni. Brno: Vysoké uceni technické v
Brné¢, Fakulta chemicka, 2010. ISBN 978-80-214-4004-3.

KIM, C., C. LEE, J. SHIN, Y. CHUNG a N. HYUNG. A Simple and Rapid Method for
Isolation of High Quality Genomic DNA from Fruit Trees and Conifers Using PVP.
Nucleic Acids Research [online]. 1997, 25(5), 1085-1086 [cit. 2020-03-23]. DOI:
10.1093/nar/25.5.1085. ISSN 0305-1048. Dostupné z:
https://academic.oup.com/nar/article-lookup/doi/10.1093/nar/25.5.1085

RUML, Tomés, Michaela RUMLOVA a Vaclav PACES. Genové inzenyrstvi. Dotisk.
Praha: VSCHT, 2007. ISBN 978-80-7080-499-5.

VARMA, Astha, Harish PADH a Neeta SHRIVASTAVA. Plant genomic DNA isolation:
An art or a science. Biotechnology Journal [online]. 2007, 2(3), 386-392 [cit. 2020-04-
30]. DOI: 10.1002/bi0t.200600195.  ISSN  18606768.  Dostupné  z:
http://doi.wiley.com/10.1002/biot.200600195

PETZER, Inge-Marie, Joanne KARZIS, Theodorus VAN DER SCHANS, Johanna
WATERMEYER, Norman MITCHELL-INNES, Stephanie ELOFF a Geoffrey
FOSGATE. Comparing effects of freezing at -196 °C and -20 °C on the viability of
mastitis pathogens. Onderstepoort J Vet Res [online]. Pretoria, 2012, 79(1), 1-6 [cit.
2020-04-30]. DOI: 10.4102/0jvr.v79i1.343. ISSN 2219-0635. Dostupné z:
http://ojvr.org/index.php/ojvr/article/view/343

KITNER, Miloslav. Odbér a uchovavani vzorkit pro extrakci DNA |[prezentace].
Olomouc: Katedra botaniky PfF UP, 2014, 67 s. Dostupné¢ z:
http://www.moloch.upol.cz/uploads/vyukovy-portal/molek-2-odbe-r-vzorku-extrakce-
dna.pdf

BRABEC, Viktor. Izolace genomové DNA ze savcich bunék, stanoveni koncentrace
DNA pomoci absorpcni spektrofotometrie: KBF/PZLM Laboratorni cviceni 4.
Olomouc: Katedra biofyziky PfF UPOL, 2017, 6 s. Dostupné z:
http://biofyzika.upol.cz/userfiles/file/4 Izolace%20genomov%C3%A9%20DNA.pdf

JAROSOVA, Jana, Jaroslav POLAK a Jiban KUMAR. Metodika molekuldrni detekce
virii - peckovin - pomoci  RT-PCR a  multipex-RT-PCR:  Metodika pro Statni
rostlinolékarskou spravu [online]. Praha: VURV, v.v.i., 2008, , 1-26 [cit. 2020-03-26].
ISBN: 978-80-87011-86-7. Dostupné z
https://www.vurv.cz/sites/File/Publications/ISBN978-80-87011-86-7.pdf

NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer: V1.0 User Manual. Wilmington: Thermo
Fisher Scientific Inc., 2009, 97 s. Dostupné z: https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/CAD/manuals/NanoDrop-2000-User-Manual-EN.pdf

MLA style: The Nobel Prize in Chemistry 1993. The Nobel prize [online]. Nobel Media
AB, 2020 [cit. 2020-03-27]. Dostupné Z
https://www.nobelprize.org/prizes/chemistry/1993/summary/

PRUSA, Richard, Jan LANY, Jan VEJVALKA, Vaclav KARGER a Karel KOTASKA.
Multimedialni ucebnice DNA diagnostiky: Urceno pro studenty lékarskych fakult
[online]. 1. vydani. Praha: 2. 1ékaiska fakulta UK, 1998 [cit. 2020-03-28]. Dostupné z:
http://kolweb.lf2.cuni.cz/Projekty/prusa-dna/

95



[47] TERPE, Kay. Overview of thermostable DNA polymerases for classical PCR
applications: from molecular and biochemical fundamentals to commercial systems.
Applied Microbiology and Biotechnology [online]. 2013, 97(24), 10243-10254 [cit.
2020-03-28]. DOI: 10.1007/s00253-013-5290-2. ISSN 0175-7598. Dostupné z:
http://link.springer.com/10.1007/s00253-013-5290-2

[48] KRALOVA, Blanka, Ladislav FUKAL, Pavel RAUCH a Toma§ RUML. Bioanalytické
metody. 3., pteprac. vyd. Praha: Vysoka skola chemicko-technologicka, 2001. ISBN 80-
7080-449-1.

[49] KUBISTA, Mikael, Jos¢ ANDRADE, Martin BENGTSSON et al. The real-time
polymerase chain reaction. Molecular Aspects of Medicine [online]. 2006, 27(2-3), 95-
125 [cit. 2020-03-29]. DOI: 10.1016/j.mam.2005.12.007. ISSN 00982997. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0098299705000907

[50] Bioprospect: bulletin biotechnologickych spolecnosti v Ceské republice a Slovenské
republice. Praha: Vysoka Skola chemicko-technologicka, 2014, , 95-97 s. ISSN 1210-
1737. Dostupné z: https://www.medvik.cz/bmc/view.do?gid=1067542

[51] NEIDLER, Sarah. What are the differences between PCR, RT-PCR, qPCR, and RT-
qPCR?. Enzo [online]. Enzo Life Sciences, Inc., 2020 [cit. 2020-03-29]. Dostupné z:
https://www.enzolifesciences.com/science-center/technotes/2017/march/what-are-the-
differences-between-pcr-rt-pcr-gper-and-rt-qper?/

[52] QPCR: Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (QPCR). VSCHT: Ustav mléka, tukii
a kosmetiky [online]. Praha: VSCHT UMTK, 2016 [cit. 2020-03-29]. Dostupné z:
http://umtk.vscht.cz/miniatlas-vad/metody/qpcr/

[53] SIGMA-ALDRICH CO. QPCR Technical Guide. Sigma-Aldrich, 2008, 42 s. Dostupné
z: https://www.gene-quantification.de/SIAL-qPCR-Technical-Guide.pdf

[54] ARAKI, Choji. Structure of the Agarose Constituent of Agar-agar. Bulletin of the
Chemical Society of Japan [online]. 1956, 29(4), 543-544 [cit. 2020-03-27]. DOI:
10.1246/bcsj.29.543. ISSN 0009-2673. Dostupné z
http://www.journal.csj.jp/doi/10.1246/bcsj.29.543

[55] EFENDI, Ferry, Retno HANDAJANI a Nursalam NURSALAM. Searching for the best
agarose candidate from genus Gracilaria, Eucheuma, Gelidium and local brands. 4sian
Pacific Journal of Tropical Biomedicine [online]. 2015, 5(10), 865-869 [cit. 2020-03-
27].  DOI:  10.1016/j.apjtb.2015.06.009.  ISSN  22211691. Dostupné  z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pi1/S2221169115001458

[56] SUDHAKAR, Y., M. SELVAKUMAR a D. KRISHNA BHAT. Biopolymer Electrolytes:
Fundamentals and Applications in Energy Storage [online]. Amsterdam: Elsevier, 2018
[cit. 2020-03-27]. ISBN 978-0-12-813447-4. Dostupné z:
https://books.google.cz/books?id=6 YR DWAAQBAJ&pg

[57] STULIK, Karel. Analytické separacni metody. 1. vyd. Praha: Karolinum, 2004. ISBN
80-246-0852-9.

[58] COUFAL, Pavel. High Performance Liquid Chromatography, HPLC. Prirodovédecka
fakulta, Univerzita Karlova [online]. Praha [cit. 2020-07-14]. Dostupné z:
http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html

[59] SNYDER, Lloyd, Joseph GLAJCH a J. KIRKLAND. Practical HPLC method
development. 2ND ED. New York: WILEY, 1997. ISBN 9781118592014.

[60] Kapalinova chromatografie s riznymi typy detekce pro analyzu biologicky vyznamnych

latek. NanoBioMetalNet [online]. Brno: Laboratoi metalomiky a nanotechnologii, 2014
[cit. 2020-07-14]. Dostupné zZ:

96



[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

http://web2.mendelu.cz/af 239 nanotech/nanobiometalnet/ucebni-
pumucky/UP 6 Kapalinova%?20chromatografie%20s%20ruznymi%?20typy%Z20detekc
€%20pro%?20analyzu%?20biologicky%20vyznamnych%?20latek.pdf

JANDERA, Pavel a Jaroslav. CHURACEK. Gradient elution in column liquid
chromatography: theory and practice. Amsterdam: Elsevier, 1985. Journal of
chromatography library. ISBN 04-444-2124-6. Dostupné Z
https://books.google.cz/books?id=0WtYjrb2VgsC&printsec=frontcover&hl=cs#v=one
page&q&f=false

SMITH, Clare. Disadvantages & Advantages of an HPLC. Sciencing [online]. Santa
Monica: Leaf Group Media, 2020 [cit. 2020-07-14]. Dostupné z:
https://sciencing.com/disadvantages-advantages-hplc-5911530.html

BLAINSKI, Andressa, Gisely LOPES a Jodo DE MELLO. Application and Analysis of
the Folin Ciocalteu Method for the Determination of the Total Phenolic Content from
Limonium Brasiliense L. Molecules [online]. 2013, 18(6), 6852-6865 [cit. 2020-03-24].
DOI: 10.3390/molecules18066852. ISSN 1420-3049. Dostupné Z:
http://www.mdpi.com/1420-3049/18/6/6852

AINSWORTH, Elizabeth a Kelly GILLESPIE. Estimation of total phenolic content and
other oxidation substrates in plant tissues using Folin—Ciocalteu reagent. Nature
Protocols  [online]. 2007, 2(4), 875-877  [cit.  2020-03-24]. DOLI:
10.1038/nprot.2007.102. ISSN 1754-2189. Dostupné Z:
http://www.nature.com/articles/nprot.2007.102

BANCUTA, O., A. CHILIAN, I. BANCUTA, R.-M. ION, R. SETNESCU, T.
SETNESCU a A GHEBOIANU. Improvement of Spectrophotometric Method for
Determination of Phenolic Compounds by Statistical Investigations. Romanian Journal
of Physics [online]. 2016, 61(7-8), 1-10, 1255-1264 s. [cit. 2020-03-24]. ISSN 1221-
146X. Dostupné z: http://www.nipne.ro/rjp/2016_61 7-8/RomJPhys.61.p1255.pdf

CHEN, Shilin, Hui YAO, Jianping HAN et al. Validation of the ITS2 Region as a Novel
DNA Barcode for Identifying Medicinal Plant Species. PLoS ONE [online]. 2010, 5(1)
[cit. 2020-03-27]. DOI: 10.1371/journal.pone.0008613. ISSN 1932-6203. Dostupné z:
https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0008613

SARGENT, D., A. RYS, S. NIER, D. SIMPSON a K. TOBUTT. The development and
mapping of functional markers in Fragaria and their transferability and potential for
mapping in other genera. Theoretical and Applied Genetics [online]. 2006, 114(2), 373-
384 [cit. 2020-03-27]. DOI: 10.1007/s00122-006-0441-9. ISSN 0040-5752. Dostupné
z: http://link.springer.com/10.1007/s00122-006-0441-9

MUROZ SANZ, Juan. Crossability barriers in Prunus: the role of modifiers in the
regulation of the gametophytic self-incompatibility system. Valencia, 2016, 236 s.
Dostupné VA
https://pdfs.semanticscholar.org/24f1/a331e1e48a64e20b2d7131312{3a4e8cf0e4.pdf.
Tesis doctoral. Universitat Politécnica de Valéncia. Vedouci prace Dr. Carlos Romero
Salvador, Dra. Marisa Badenes Catala.

ZHANG, Songwen, Dong ZHANG, Sheng FAN et al. Effect of exogenous GA 3 and its
inhibitor paclobutrazol on floral formation, endogenous hormones, and flowering-
associated genes in ‘Fuji’ apple ( Malus domestica Borkh.). Plant Physiology and
Biochemistry  [online]. 2016, 107, 178-186 [cit.  2020-03-27]. DOL:
10.1016/j.plaphy.2016.06.005. ISSN 09819428. Dostupné A
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0981942816302261

97



[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

DONG, Qinglong, Ke MAO, Dingyue DUAN et al. Genome-wide analyses of genes
encoding FK506-binding proteins reveal their involvement in abiotic stress responses in
apple. BMC Genomics [online]. 2018, 19(1) [cit. 2020-03-28]. DOI: 10.1186/s12864-
018-5097-8. ISSN 1471-2164. Dostupné Z:
https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-018-5097-8

MA, Baiquan, Yangyang YUAN, Meng GAO, Libo XING, Cuiying LI, Mingjun LI a
Fengwang MA. Genome-wide Identification, Classification, Molecular Evolution and
Expression Analysis of Malate Dehydrogenases in Apple. International Journal of
Molecular  Sciences  [online]. 2018, 19(11) [cit.  2020-03-28]. DOI:
10.3390/ijms19113312. ISSN 1422-0067. Dostupné z: http://www.mdpi.com/1422-
0067/19/11/3312

ZHENG, Desen a Geza HRAZDINA. Molecular and biochemical characterization of
benzalacetone synthase and chalcone synthase genes and their proteins from raspberry
(Rubus idaeus L.). Archives of Biochemistry and Biophysics [online]. 2008, 470(2), 139-
145 [cit. 2020-03-28]. DOI: 10.1016/j.abb.2007.11.013. ISSN 00039861. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0003986107005620

VILANOVA, Santiago, Daniel SARGENT, Pere ARUS a Amparo MONFORT. Synteny
conservation between two distantly-related Rosaceae genomes: Prunus (the stone fruits)
and Fragaria (the strawberry). BMC Plant Biology [online]. 2008, 8(1) [cit. 2020-03-
28]. DOIL:  10.1186/1471-2229-8-67.  ISSN  1471-2229.  Dostupné  z:
http://bmcplantbiol.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2229-8-67

FUENTES, Lida, Liliam MONSALVE, Luis MORALES-QUINTANA, Monika
VALDENEGRO, Juan-Pablo MARTINEZ, Bruno DEFILIPPI a Mauricio
GONZALEZ-AGUERO. Differential expression of ethylene biosynthesis genes in
drupelets and receptacle of raspberry (Rubus idaeus). Journal of Plant Physiology
[online]. 2015, 179, 100-105 [cit. 2020-03-27]. DOI: 10.1016/j.jplph.2015.02.005. ISSN
01761617. Dostupné Z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0176161715000437

EliGene® Plant DNA Isolation Kit: Néavod k pouziti. Brno-Zidenice: ELISABETH
PHARMACON, spol. s 1. 0., 2018, 8 s. Dostupné z: https://www.elisabeth.cz/produkt-
eligene-plant-dna-isolation-extraction-kit.html

MATLOCK, Brian. Assessment of Nucleic Acid Purity. Wilmington: Thermo Fisher
Scientific, 2015. Technical Note 52646. Dostupné zZ:
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/CAD/Product-Bulletins/TN52646-E-
0215M-NucleicAcid.pdf

ROTHWELL, JA, ] PEREZ-JIMENEZ, V NEVEU et al. Phenol-Explorer 3.0: a major
update of the Phenol-Explorer database to incorporate data on the effects of food
processing on  polyphenol content [Database]. 2013 [cit. 2020-05-05].
10.1093/database/bat070. Dostupné z: http://phenol-explorer.eu/

GOZLEKcI, Sadiye, Onur SARA¢OGLU, Ebru ONURSAL a Mustafa OZGEN. Total
phenolic distribution of juice, peel, and seed extracts of four pomegranate cultivars.
Pharmacognosy Magazine [online]. 2011, 7(26) [cit. 2020-07-16]. DOI: 10.4103/0973-
1296.80681. ISSN 0973-1296. Dostupné Z:
http://www.phcog.com/text.asp?2011/7/26/161/80681

SHIRI, Mohammad, Mahmood GHASEMNEZHAD, Davood BAKHSHI a Mohammad
SAADATIAN. Effects of ascorbic acid on phenolic compounds and antioxidant activity
of packaged fresh cut table grapes [online]. EJEAFChe, 2011, , 2506-2515 s. [cit. 2020-

07-20]. ISSN 1579-4377. Dostupné z

98



[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

https://www.researchgate.net/publication/234055244 Effects of ascorbic_acid on ph
enolic_compounds and antioxidant activity of packaged fresh cut table grapes

SANCHEZ-RANGEL, Juan, Jorge BENAVIDES, J. HEREDIA, Luis CISNEROS-
ZEVALLOS a Daniel JACOBO-VELAZQUEZ. The Folin—Ciocalteu assay revisited:
improvement of its specificity for total phenolic content determination. Analytical
Methods [online]. 2013, 5(21) [cit. 2020-07-20]. DOI: 10.1039/c3ay41125g. ISSN
1759-9660. Dostupné z: http://xlink.rsc.org/?DOI=c3ay41125g

LONDZIN, Piotr, Szymon SIUDAK, Urszula CEGIEtA, Maria PYTLIK, Aleksandra
JANAS, Arkadiusz WALIGORA a Joanna FOLWARCZNA. Phloridzin, an Apple
Polyphenol, Exerted Unfavorable Effects on Bone and Muscle in an Experimental
Model of Type 2 Diabetes in Rats. Nutrients [online]. 2018, 10(11) [cit. 2020-07-29].
DOI: 10.3390/nul10111701. ISSN 2072-6643. Dostupné z: http://www.mdpi.com/2072-
6643/10/11/1701

SEBASTIa, Natividad, Alegria MONTORO, Zacarias LEON a Jose SORIANO.
Searching trans-resveratrol in fruits and vegetables: a preliminary screening. Journal of
Food Science and Technology [online]. 2017, 54(3), 842-845 [cit. 2020-07-29]. DOI:
10.1007/s13197-016-2474-7. ISSN 0022-1155. Dostupné VA
http://link.springer.com/10.1007/s13197-016-2474-7

DRAGOVICUZELAC, V, B LEVAJ, V MRKIC, D BURSAC a M BORAS. The content
of polyphenols and carotenoids in three apricot cultivars depending on stage of maturity
and geographical region. Food Chemistry [online]. 2007, 102(3), 966-975 [cit. 2020-07-
22]. DOI: 10.1016/j.foodchem.2006.04.001. ISSN 03088146. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814606002962

Primer-BLAST: A tool for finding specific primers. NCBI: National Center for
Biotechnology Information [online]. Bethesda: U.S. National Library of Medicine [cit.
2020-03-01]. Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

99



6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CE
DM
dsDNA
FMC
GAE
GC

HPLC

n.a.
NK
PCR
PK

sNTPs

TPC
TFC
Uuv
UV/VIS
WM

Catechin equivalents — Ekvivalent katechinu

Dry Mass — sucha masa

double-stranded DNA — dvouvlaknova DNA

Folin-Ciocalteu Method — Folin-Ciocalteuova metoda

Gallic Acid Equivalents — Ekvivalent kyseliny gallové

Gas Chromatografy — plynova chromatografie

High-Performance Liquid Chromatography — vysokoucinna kapalinova
chromatografie

nebylo analyzovano

negativni kontrola

Polymerase Chain Reaction — polymerasova fetézova reakce

pozitivni kontrola

stavebni kameny DNA (dATP - deoxyadenosin trifosfat, dCTP - deoxycytidin
trifosfat, dGTP — deoxyguanosin trifosfat, dTTP - deoxythymidin trifosfat)
Total Phenolic Content— celkové fenolické latky

Total Flavonoid Content — celkové flavonoidy

UltraViolet — ultrafialovy

Ultrafialova a viditelna spektroskopie

Wet Mass — vlhka masa (suché masa + voda)

7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU

A
C
L
€
Tm

absorbance

koncentrace roztoku

tloustka kyvety

maximalni molarni absorb¢ni koeficient
teplota tani

8 SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1 — Kalibracni ktivka kyseliny gallové pro stanoveni celkovych polyfenoli

Ptiloha 2 — Kalibra¢ni kiivka katechinu pro stanoveni celkovych flavonoidii
Ptiloha 3 — Kalibra¢ni kiivka kyseliny gallové (HPLC)

Priloha 4 — Kalibrac¢ni kiivka floridzinu (HPLC)

Ptiloha 5 — Kalibra¢ni kiivka hesperidinu (HPLC)

Ptiloha 6 — Kalibracni kiivka kvercetinu-3-glukosidu (HPLC)

Ptiloha 7 — Kalibra¢ni kiivka kyseliny kumarové (HPLC)

Ptiloha 8 — Kalibra¢ni kiivka pelargonidinu-3-glukosidu (HPLC)

Ptiloha 9 — Kalibra¢ni kiivka resveratrolu (HPLC)

Ptiloha 10 - Chromatogram fenolickych latek v komerénim vzorku 2 (jablko + jahoda)
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9 PRILOHY

Priloha 1 — Kalibracni kifivka kyseliny gallové pro stanoveni celkovych polyfenolii
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Priloha 2 — Kalibracni kiiivka katechinu pro stanoveni celkovych flavonoidi
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Priloha 3 — Kalibracni kiivka kyseliny gallové (HPLC)
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Priloha 4 — Kalibracni kiivka floridzinu (HPLC)
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Priloha 5 — Kalibracni kifivka hesperidinu (HPLC)
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Priloha 6 — Kalibracni kiivka kvercetinu-3-glukosidu (HPLC)
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Priloha 7 — Kalibracni kiivka kyseliny kumarové (HPLC)
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Priloha 8 — Kalibracni kiivka pelargonidinu-3-glukosidu (HPLC)
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Priloha 9 — Kalibracni krivka resveratrolu (HPLC)
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Priloha 10 - Chromatogram fenolickych latek v komercnim vzorku 2 (jablko + jahoda)
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