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ABSTRAKT

Diplomova praca bola zamerana na testovanie mikrometody izolacie DNA z listov, plodov a vyrobkov
z ovocia. Pre analyzu rastlinnej DNA v technologicky spracovanych potravinach boli vybraté dzemy.
Listy, plody adzemy boli homogenizované s pouzitim plastového kopistu v lyzacnom roztoku
s 2% cetyltrimetylammonium bromidom (CTAB) s pridavkom 2,5M chloridu sodného (NaCl).
Homogenaty boli pouzité pre izolaciu rastlinnej DNA metddou zaloZenej na magnetickych casticiach.
Boli pouzit¢ magnetické mikrocastice poly(hydroxyethylmethakrylat-co-glycidylmethakrylat) —
P(HEMA-co-GMA). Izolovana DNA bola podrobena spektrofotometrickej analyze, kde bola zistovana
jej koncentracia a Cistota. Nasledne bola testovana amplifikovateI'nost rastlinnej DNA v polymerazovej
retazovej reakcii (PCR). Pouzité boli Specifické priméry pre rastlinni ribozomalnu DNA - 18S_for
a 5,8S_rev (produkt PCR - 700bp), 26S_for a 26S_rev (produkt PCR - 220 bp), 18S_for a 18S_rev
(produkt PCR - 263 bp). Boli optimalizované podmienky PCR a bol sledovany vplyv dizky amplikénu
na jeho detekciu. Produkty PCR boli detegované¢ pomocou agarozovej gélovej elektroforézy. Bolo
zisteng, ze z vacSiny listov je mozné pomocou zvolenych magnetickych nosicov izolovat DNA v kvalite
vhodnej pre PCR , na rozdiel od plodov. Z vicSiny testovanych dZzemov bola izolovana DNA, ktora
sa amplifikovala v PCR spriméry davajucimi kratke produkty PCR. Metédu je treba dalej
optimalizovat’.

ABSTRACT

The thesis has been focused on testing of micromethod of DNA isolation from leaves, fruits and fruit
products. Jams were selected for the analysis of plant DNA in technologically processed foods. Plant
leaves, fruits, and jams were homogenized using plastic copist in a lysis buffer containing 2%
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) with 2.5M sodium chloride (NaCl). Microisolation of plant
DNA was performed using poly(hydroxyethylmethacrylate-co-glycidylmethacrylate) — P(HEMA-co-
GMA)microparticles. Isolated the DNA concentration and purity were assessed by UV light aborbance
using a spectrophotometer. After that, amplification of the DNA was tested in PCR. Primers specific for
plant ribosomal DNA: 18S_for a 5,8S_rev (PCR product - 700bp), 26S_for a 26S_rev (PCR product -
220 bp), 18S_for a 18S_rev (PCR product - 263 bp) were used. The PCR conditions were optimized and
the effect of the amplicon length on its detection was followed. PCR products were detected by agarose
gel electrophoresis. It was shown that DNA isolated from almost all of leaves using magnetic particles
was in PCR-ready quality in contrary to the fruits. DNA amplified in PCR with primers giving short
PCR products was isolated from almost all tested jams. The method must be optimalised, yet.
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UvVOD

S narastajucimi trendami v oblasti falSovania potravin narastd aj potreba pouzitia rychlych,
spol'ahlivych a kompetentnych metdd k rieSeniu problémov autenticity. Pre odhalenie falSovania
a detekcie pravosti v potravinach a pol'nohospodarskych komoditach sa pouziva rada fyzikalnych
a analytickych metod [1]. Metdédy zalozené na analyze DNA, ako napriklad polymerazova retazova
reakcia (PCR), predstavuju uzito¢ny nastroj k identifikacii zloZenia potravin rastlinného pévodu [2].
DNA zo spracovanych potravin sa kvalitou aj mnozstvom meni v zavislosti od pouzitého protokolu.
Neexistuje univerzalna, pouziteI'na metdda, ktora by umoziovala izolaciu dostatocne Cistej DNA.

Vzorky rastlin su vSeobecne charakterizované komplexnou kompoziciou obsahujucou rdézne
inhibitory PCR. Existuje mnoho faktorov ako je zdrojovy material a spracovanie, typ tkaniva a vek,
skladovanie, homogenizacia ale i pritomnost’ kontaminantov, ktoré ovplyviiuju metodologiu izolacie
DNA. V suvislosti s extrakciou rastlinnej DNA sa v praxi dobre osved¢ila metdda zaloZzena na baze
cetyltrimetylammonium bromidu (CTAB) v kombinacii s pridavkom chloridu sodného (NaCl) a d’alsich
latok [3, 4]. Roztok CTAB vytvara spolu s nukleovymi kyselinami komplexy, ktorych rozpustnost’
zavisi od koncentracie NaCl. Na zaklade rozdielnej rozpustnosti CTAB v porovnani s DNA, juje mozné
oddelit’ atak ziskat” dostatocne cistu rastlinnu vzorku. Okrem uvedenc¢ho postupu na odstranenie
kontaminantov zo vzorky izolovanej DNA vyuzivame aj d’alSie chemikalie. V pripade odstranenia
polyfenolov pouzivame antioxida¢né latky ako je polyvinylpyrolidon (PVP) alebo B-merkaptoethanol.
Na precistenie vzorky DNA od proteinov vyuzivame denaturac¢né ¢inidla ako su laurylsiran sodny (SDS)
alebo organické rozpustadla ako st fenol a chloroform. Vel'mi vyuZzivana je aj kombinacia chloroformu
a fenolu — tzv. fenolchloroformova extrakcia [5].

Izolacia nukleovych kyselin je dolezitym nastrojom v oblasti molekularnej biologie. Pred pouzitim
modernych technologii bola separacia DNA Casovo a pracne narocna. Magneticka separacia je novo
vznikajuca metoda, ktora vyuziva magnetizmus na ucinn¢ oddel’'ovanie para- a feromagnetickych Castic
velkosti mikrometra s naviazanou DNA od chemickych alebo biologickych suspenzii. V kombindacii
s vhodnym pufrom umoziuju rychle aucinné precistenie vzorky. Magneticka separacia ma oproti
druhym metdédam zna¢né vyhody ako je mozna izolacia DNA priamo zo surovej vzorky (napr.
homogenatu) alebo takmer Ziadne obmedzenia z hladiska objemu vzorky. Vzhl'adom na moZnost
nadstavenia magnetickych vlastnosti pevnych materialov je ich mozné relativne T'ahko odstranit’
aj z viskoznych suspenzii vzoriek [6].



I. TEORETICKA CAST

1. Vybrané druhy ovocia a vyrobkov z ovocia
1.1 Dzemy

S rychlym rozvojom a globalizaciou medzinarodné¢ho trhu s potravinami sa stava kontrola kvality
potravin prioritnou. Je potrebné overit’, ¢i bol spotrebitel’ spravne informovany o povode a zlozeni
dostupnych vyrobkov. V oblasti kvality a bezpecnosti potravin si okrem fyzikalnych a chemickych
metdd bezne pouzivané aj metddy zalozené na analyze DNA ako je polymerazova retazova reakcia
[7]. Ovocné dzemy su Casto predmetom falSovania. Definicie a poziadavky na dZzemy st stanovené
pravnymi predpismi (Smemica Rady 2001/113/ES z 20. decembra 2001 - vztahujica sa na ovocné
dzemy, r6soly a marmelady a sladené gastanové pyré uréené na l'udsku spotrebu; US FDA Code
of Federal Regulations). Ovocné dzemy su zvycCajne definované ako zmes cukrov, pyré jedného alebo
viacerych druhov ovocia a vody; navy$e mozu obsahovat pridan¢ konzervaéné latky, farbiva a arémy.
Tato zmes je d’alej prevedena do vhodnej rosolovitej konzistencie. DZem je vyrobeny z jedné¢ho alebo
viac druhov ovocia, ktor¢ho minimalny obsah je vSeobecne stanoveny na 350 g/kg dzemu.
Pri niektorych druhoch ovocia ako su napriklad ribezle je obsah spracované¢ho ovocia znizeny
na hodnotu 250g ovocia / kg dzemu. DZemy rozdelujeme do kategotii: dzem vyberovy (Extra), dzem
vyberovy (Extra) $pecidlny, dzem vyberovy (Extra) menej sladky [8].

Ovocné plody st zuvedenych prisad najdrahSie apreto st najcastejSic predmetom falSovania
a nahradzaju sa lacnej§imi zlozkami (alternativne ovocie, rastlinnd hmota, cukor) alebo umelymi
prisadami [9].

1.2 Bobulové ovocie

V poslednych desatrociach sa neustale zvySuje popularita a zaujem o vyskum vsetkych druhov ovocia.
Obzvlast dobre Studované st ovocné bobule, pretoze obsahuju najlepsie dietetické zdroje bioaktivnych
zlucenin (BAC - BioActive Compounds). K druhom, ktoré obsahuju najviac BAC patria ¢lenovia
viacerych rodin, ako su Rosaceae (jahody, maliny, ¢ernice) a Ericaceae (Cucoriedky, brusnice). Maju
lahodnu chut a voriu, ekonomicky vyznam a vzhl'adom na ich antioxidacné vlastnosti vyvolavaju vel’ky
zaujem u vyzivovych a potravinarskych technolégov a to vd’aka moznosti pouzivat BAC ako funkéné
zlozky potravin. Bioaktivne zlGéeniny v bobuliach obsahuju hlavne fenolové zluceniny (fenolové
kyseliny, flavonoidy - ako su antokyany, flavonoly a taniny) a kyselinu askorbovi. Tieto zliceniny, bud’
jednotlivo alebo v kombinacii, su zodpovedné za rézne zdravotné prinosy plodov, ako je prevencia
zapalovych ochoreni, kardiovaskularnych choréb alebo ochrannych t¢inkov na znizenie rizika réznych
typov rakoviny [10].

K vyznamnym zastupcom bobul'ovych rastlin patria aj ¢ieme ribezle. Vlastnosti ¢iernych ribezli
su odvodené od ich biochemickych zloziek, z ktorych niektoré zahmaju antokyany (konkrétne
delphinidin-3-O-glukozid, delphinidin-3-0-rutinozid, kyanidin-3-0O-glukozid a kyanidin), kyseliny
a polynenasytené mastné kyseliny. Vdaka tymto vlastnostiam nasli Siroké uplatnenie v suvislosti
s terapeutickymi aplikaciami [11] .



1.3 Nebobul’ové ovocie

Najviac konzumovanym ovocim v Eurdpe je jablko (EFSA, 2011). ZloZenie Zivin jabik je dobre zname
[12]. Jeho najcharakteristickejSimi sekundarnymi metabolitmy su floridizin (fluoretin 2'-O-glukozid)
a floretin 2'-O-xyloglukozid, zatial’ ¢o ostatné polyfenoly ako epikatechin, proantokyanidiny a kyselina
chlorogénna su prevladajuce, ale bezn¢ pre mnoh¢ iné zdroje potravy - ovocie, ako su bobule, zeleny
a cierny Caj, kava).

Dalgim hojne konzumovanym ovocim v mnohych Eastiach zeme je marhula. Celkova svetova
produkcia marhul’ je 2,6 miliéna ton rocne [13]. Plody obsahuju roznu uroven fytochemikalii ako
su vitaminy, karotenoidy a polyfenoly, ktoré¢ vyznamne prispievaji kich chuti, farbe a vyzivovej
hodnote. Cerstvé marhule su dobrym zdrojom antioxidantov ako je kyselina chlorogenova, kyselina
neochlorogenova, kyselina kavova, kyselina p-kumarova, kyselina ferulova, B-karoten a y-karoten [14].
Semena marhul’ maju omnoho vys$iu antioxidacnu aktivitu a vyssi obsah fenolov v porovnani s duzinou
plodu [15].

Vacsina bioaktivnych zloziek v potravinach pochadza z rastlin; tie, ktoré su takto odvodené, sa
kolektivne nazyvaji fytochemikalie. Vel'ka vacsina tychto fytochemikalii su redoxne aktivne molekualy
a preto su definované ako antioxidanty. Potraviny na baze rastlin maji vo vSeobecnosti vyssi
antioxidaény obsah ako Zivoci$ne alebo zmieSané potravinarske vyrobky [16].

2. Izolacia rastlinnej DNA

Druh zdrojového materialu je pre izolaciu rastlinnej DNA kl'uCovy. Metoda PCR je nachylna vzhl'adom
na inhibujuce latky, ktoré sa mézu nachadzat’ v analyzovanej vzorke DNA a ktoré mézu ovplyvnit
citlivost’ tejto metddy. Inhibitory PCR su heterogénnou skupinou latok, ktoré posobia v r6znych fazach
diagnostického postupu. Su pritomné vo velkom mnozstve typov vzoriek a dokonca mozu viest falosne
negativnym vysledkom [17].

2.1 Faktory ovplyviujtce izolaciu rastlinnej DNA

Izolacia DNA v dobrej kvalite z tkaniv / bunick predstavuje rad problémov, najmi ak sa ako
vychodiskovy material pouzivaju rastliny. Specifické charakteristiky rastlin, ako je pritomnost’ tuhej
polysacharidovej bunkovej steny, pigmenty, chemicka heterogenita sekundamych metabolitov
najdenych v roznych druhoch rastlin atd’., vyZaduji osobitnu pozornost” a zrucnost’ pocas izolacie.
O priebehu izolaéného postupu rozhoduju rozne faktory od vyberu vychodiskového materialu po
koncentraciu metabolitov pritomnych v rastline. Na tento ucel boli doteraz zverejnené mnohé
protokoly, ale ziaden z nich sa nepovazuje za vS§eobecne pouziteI'ny [5] . Zakladna procedura izolacie
genodmovej DNA z r6znych eukaryotickych buniek zahria tri zakladé kroky: (1) odstranenie bunkovych
membran (u rastlinného materialu aj bunkovej steny), (2) oddelenic DNA od vsetkych ostatnych
bunkovych komponentov (bunkové organely a metabolické latky) a (3) udrziavanie integrity DNA
pocas postupu t.j., ochrana pred degradaciou nukleazami [18].

Jeden z faktorov, ktoré vyrazne ovplyviiuje kvalitu a vytazok izolovanej DNA je vek a druh
zdrojového materialu. Cerstvé mladé listy su povaZované za dobry zdroj DNA z hladiska kvality
amnozstva ato vdaka velkému poctu buniek, nizSiemu ukladaniu Skrobu a mensej pritomnosti
sekundamych metabolitov [3].
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Zakladny prvok, ktory sa zohl'adiiuje v procese izolacie DNA je spravna manipulacia a skladovanie
rastlinného materialu po jeho odobrati. Pri extrakcii DNA sa rastlinny material zvycajne zbiera Cerstvy
a priamo sa spracovava [19] alebo je uchovavany v teplote od -18°C do -80°C [20] alebo sa pouZije
tekuty dusik na okamzité¢ zmrazenie vzorky tesne pred jej spracovanim [21].

Rastliny maju tuhu polysacharidovi bunkovi stenu, ¢o je jednym z dévodov, preco je izolacia
rastlinnej] DNA pomeme zlozitd. Homogenizaciu a spracovanie rastlinnych vzoriek mézeme previest
fyzikalnymi ale i chemickymi metodami. Chemické metddy su oproti fyzikalnym drahSie ale zahfaji
sirSiu Skalu moznosti. Chemické disruptory zahrmiaju hlavne hydrolyzujuce enzymy ako su celulazy
a pektinazy, ktoré rozpustaju bunkovu stenu [22] .

2.2 Latky kontaminujice DNA

NajcastejSim problémom pri postupoch izolacie DNA je pritomnost’ kontaminantov vo vzorkach. Patria
sem zliéeniny ako su napriklad RNA a proteiny, polysacharidy, polyfenoly ainé sekundarne
metabolity. Podl'a roznych druhov latok pritomnych spolu s DNA sa musia navrhovat aj r6zne druhy
protokolov [23].

2.2.1 Polysacharidy

Polysacharidy predstavuju najzlozZitej§iu  skupinu sacharidov. Su tvorené =z desat’ a viac
monosacharidovych jednotick, ktoré si navzajom pospajané glykozidovymi vizbami. Polysacharidy sa
prirodzene vyskytuju v rastlinnych bunkach ako sucast’ ich bunkovej steny. Podl'a ich funkcie v bunke
rozdel'ujeme polysacharidy na zasobné, Strukturne a ochranné. Medzi najvyznamnejSie rastlinné
polysacharidy patri Skrob, celuloza, hemiceluloza a pektiny.

Patria k hlavnym kontaminantom DNA, pretoze si tazko detekovateIné a odstranitelné. Spolu
s DNA vytvaraju viskozne komplexy. Vhodnym spdsobom ako odstranit’ polysacharidy zo vzorky DNA
je pouzitie vysokej koncentracie (viac ako 0,5 M ) chloridu sodného (NaCl), ktory zvysSuje ich
rozpusnost” v ethanole. Koncentracia NaCl sa meni v zavislosti od druhu zdroja rastlin [24]. Roztok
NaCl v kombinacii s kationovym detergentom CTAB sa ukazal ako vysoko prospesny pri izolacii DNA
z rastlin bohatych na sacharidy . V prostredi s nizkou iénovou silou a pri vysokej koncentracii soli,
posobi CTAB ako selektivne ¢inidlo, ktoré¢ uvolnuje nukleové kyseliny z komplexu tvoreného
proteinmi a polysacharidmi. Dalej ma schopnost tvorit komplex s DNA pri¢om jeho rozpustnost je
ovplyvnena koncentraciou NaCl. Komplex je rozpustny pri koncentracii 0,7M NaCl ale pri zniZengj
koncentracii 0,45M NaCl vytvara zrazeninu [4].

2.2.2 Polyfenoly

Polyfenolické latky su také latky, ktoré vo svojom jadre obsahuju dve a viac hydroxylovych skupin
naviazanych na aromatickom jadre. Polyfenoly mozno rozdelit na fenolové kyseliny, flavonoidy,
stilbeny a lignany. V I'udskom organizme vykazuju polyfenolické zluceniny §iroku skalu biologickych
ucinkov [25].

Polyfenolické latky st rozSirené a velmi problematické kontaminanty. Polyvinylpyrolidén (PVP)
a polyvinylpolypyrolidon (PVPP) su najcastejSie pouzivané chemikalie na eliminaciu polyfenolov,
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pretoze posobia ako ich adsorbenty. PVP a PVPP wvytaraju spolu s polyfenolickymi zlic¢eninami
prostrednictvom vodikovych vazieb komplexy ., pricom sa polyfenoly uvoltiuja od DNA [26]. Dalsou
Casto pouzivanou latkou na eliminaciu polyfenolov vo vzorkach je B-merkaptoethanol, ktory zabranuje
polymerizacii taninov. Taniny brania izolacii DNA podobnym spdsobom ako polysacharidy [5].

2.2.3 Proteiny

Proteiny klasifikujeme ako polyméry aminokyselin. Tieto vysokomolekulame prirodné latky sa skladaju
z linearnych retazcov a bezne obsahuju sto a viac aminokyselin. Molekulova hmotnost” proteinov sa
pohybuje radovo medzi 1-10*a 1-10° Da.

Proteiny je mozné zo vzoriek odstranit’ roznymi spésobmi. Vo vSeobecnosti sa odstrainuju
chemikaliami ako su laurylsiran sodny (SDS) , dithiothreitol (DTT) alebo B-merkaptoethanol, ktoré
rozruSuju ich priestorova organizaciu. Okrem uvedenych denatura¢nych cinidiel m6zu byt k tomuto
ucelu vyuzité aj enzymy ako je proteinaza K. Tieto hydrolytické enzymy narsaju peptidové vizby
arychlo inaktivuju  DNazy a RNazy v bunkovych lyzatoch, ¢o ul'ahCuje izolaciu DNA s vysokou
molekulovou hmotnostou. Medzi bezné spOsoby odstrafiovania proteinov patri ich extrakcia
organickymi rozpustadlami ako sit fenol alebo chloroform. Hlavnou nevyhodou pouZivania tychto
rozpustadiel su ich toxické a Zieravé vlastnosti a tiez znacna strata DNA pocas priebehu celého procesu
[5] . Vel'mi vyuzivana je aj tzv. fenol-chloroformova extrakcia.

3. Magnetické mikrocastice

Magnetické cCastice boli prvy krat pouzit¢ v roku 1970 vo farmaceutickom priemysle ako sucast’
peroralne podavajuceho lieCiva [27, 28]. AvSak znacny pokrok vyvoja technoldgii magnetickych
nosicov sa dosiahol az v poslednych rokoch.

Termin "magneticky" znamena, Ze nosi¢ ziska magneticky moment, ked je umiestneny
v magnetickom poli. Castice s magnetickym momentom sa mozu lahko odstranit aplikaciou
magnetického pol'a, napr. pomocou permanentného magnetu. V procese izolacie sa vyuZzivaju
magnetické nosi¢e s imobilizovanymi afinitnymi ligandami alebo nosi¢e vyrobené z polymérov
vykazujucich afinitu k cielovej nukleovej kyseline. Mnohé magnetické nosice st komeréne dostupné
alebo sa mézu vyrobit’ priamo v laboratoriu. Mozu to byt Castice vyrobené z roznych syntetickych
polymérov (biopolyméry, porézne sklo) alebo castice na baze anorganickych magnetickych materialov
ako je povrchovo modifikovany oxid Zeleza. Obzvlast’ vhodné su superparamagnetické Castice, ktoré
pri absencii magnetického pola navzajom neinteraguju. Ticto Castice sa budi magnetizovat’ pod
vplyvom silného magnetického pol’a, ale po jeho odstraneni sa v nich nebude vykazovat Ziadny trvaly
magnetizmus [6,29,30,31].

3.1 Zlozenie magnetickych mikrocastic

Magnetické Castice sa skladaji z magnetického jadra, ochrannej vrstvy a funkéného povrchu (vid’
obrazok 1la) [32]. Jadro magnetickych castic je vyrobené z oxidov Zeleza a to najmid magnetit
(FeOFe,03, resp. Fe304) a maghemit (y -Fe>O3) [33]. Aby doslo k ochrane analytu pred stykom s kovom
je jadro obalené tenkou ochrannou vrstvou, ktorti najcastejSie tvoria polyméry (polystyrén, polyakrylové
derivaty), organické kyseliny, prirodné sacharidy ¢i r6zne anorganické matrice. Vyhodou tejto zlozky
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je, ze je diamagneticka a mo6ze byt funkcionalizovana (vid’ obrazok 1b ) réznymi skupinam (aminoveé,
karboxylové, thiolové, hydrolxylové) ¢i inymi latkami (biotin, protilatky, enzymi) v zavisloti na ciel'ova
molekulu, ktora ma byt izolovana [34].

Priemer magnetickych castic je priblizne medzi 0,5 a 10 um. Z hl'adiska viazby nukleovych kyselin
su vhodné najmé materidly s vel'kym povrchom, ktoré napomahaju k tomu, aby sa DNA lepsie obalila
okolo nosi¢a. Monodisperzné Castice maju ti vyhodu, Ze poskytuji vel'mi jednotnu reprodukovatelnost’
magnetickej separacie [6].

— ‘ Proteiny
o DNA 2 g}:arblva statné ligandy
Magnetické jadro 2 /IBlotln
Protllatky 1 . % ¢ Monoméry
; *o *© J
Polymérna vrstva Enzymy§)W O* - Epoxy
R 7 <5 “\:n
Organické rameno / 71‘(\ NEIOOH
2
Funké¢na molekula (ligand) Nabité molekul 2 % _i, SH

Obrizok 1a): Schéma magnetickej castice [32].

1b): Moznosti funkcionalizacie magnetickej castice [34].

3.2 Magneticka separacia

Proces izolacie DNA z analyzovanych vzoriek je neoddeliteI'nou sucastou viacstupriovej identifikacnej
procedury. Separacia nukleovych kyselin pomocou magnetickych Castic sa sklada z viacero délezitych
krokov (vid’ obrazok 2). Prvym krokom izolacic DNA je naviazanej DNA na magnetické cCastice
v separacnej zmesi. K vizbe nukleovych kyslin na nosi¢ s karboxylovymi skupinami dochadza
v prostredi s vysokou koncentraciou chloridu sodné¢ho (NaCl) a polyethylenglykolu (PEG 6000).
Magneticky komplex je nasledne oddeleny pomocou magnetického separatoru a supernatant
je odstraneny. Dalej je tento komplex nickolko krat preplachnuty premyvacim pufrom aby doslo
k odstraneniu neziaducich latok, ktoré by mohli inhibovat’ PCR. Poslednym krokom je odseparovanie
magnetickych Castic pomocou magnetického sepraratora a elicia Cistej DNA do TE pufru [6,35] .
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Obrizok 2: [zolacia nukleovych kyselin pomocou magnetickych castic [6].

3.3 Magnetické mikrocastice P(HEMA-coGMA)

Mikrocastice mézu byt vyrobené zvelkého mnozstva vychodiskovych materidlov, prirodnych
aj syntetickych, a to roznymi technikami pripravy. Oba vychodiskové materialy a sposoby pripravy
umoziuju pripravu obrovského mnozstva mikrocastic rézneho rozloZenia velkosti, kompozicie,
zlozenia povrchovej chémie, topografie a morfologie [36].

Bezne pouzivanou funkcionalizaciou povrchov castic je zavedenie karboxylovych skupin.
Magnetické mikrogul'ocky P(HEMA-co-GMA) predstavuju hydrofilné magnetické neporézne
mikrosféry poly(2-hydroxyetylmetakrylat-co-glycidylmetakrylat) - P (HEMA-co-GMA) pokryté
karboxylovymi skupinami. Tieto magnetické mikrocastice sa m6Zu vyrobit’ jednostupiiovou disperznou
kopolymerizaciou HEMA s GMA za pritomnosti koloidné¢ho magnetitu stabilizované¢ho kyselinou
olejovou [37,38].

4. Polymerazova ret’azova reakcia

Polymerazova retazova reakcia (PCR) je molekularno diagnostickda metoda, ktoru objavil Dr. Carl
Mullis [39] v roku 1983. Za tento objav mu bola v roku 1993 pridelena Nobelova cena za chémiu [40].

4.1 Princip polymerazovej ret’azovej reakcie

Podstatou PCR je cyklicky sa opakujica enzymova syntéza vybranych usekov DNA v smere 5'— 3’
pomocou DNA polymerazy. PCR moze produkovat” az 10° kopii Specifickej DNA alebo cDNA
sekvencii v jednoduchom trojstupfiovom procese, ktory pozostava z denaturacie, hybridizacie a syntézy
novych retazcov DNA. Tento proces denaturacie, hybridizacie a syntézy sa opakovane dodrziava aby
sa dosiahlo velkého mnozstva amplifikovanej DNA pozadovanej velkosti. Kedze sa pocas PCR
kopiruju obe vlakna, dochadza tak k exponencialnemu zvySeniu poctu koépii — pocet cyklov (n) uréuje
kol'’ko kopii (2") je nasyntetizovanych. Finalnym krokom je terminacia, kedy sa vSetky procesy, ktoré
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prebichaju v reakcnej zmesi PCR ukoncia. VSeobecne dochadza k poklesu teploty 72°C na 4°C. Produkt
generovany PCR sa d'alej moze detekovat pouzitim réznych analyza¢nych metod. [41- 46].

4.1.2 gpecifické rastlinné priméry

Gény pre ribozomalnu DNA (rDNA) st pritomné vo vSetkych bunkach od baktérii az po ¢loveka.
Z evoluéného hl'adiska su tieto gény vysoko konzervované. Obsahuju vel'mi konzervované useky, ktoré
sa striedaju s velmi variabilnymi usekmi. Konzervované tuseky sa vyuzivaju k detekcii génov
na chromozémoch pomocou hybridizaénych metod a variabilné useky sa vyuzivaja k zisteniu
fylogenézy [47]. Na molekularnej urovni sa rDNA vyznaCuje konzervativnymi sekvenciami
a univerzalnou sekundarnou Strukturou nicktorych oblasti 18S a 28S rDNA [48]. V rastlinach
s kvasinkach sa nachadza 35S rDNA (obsahuje gény pre 18S, 5.8S a 26S rRNA), u zivocichov je to
45S rDNA (188, 5.8S a 28S rRNA) [49].

Gény pre rRNA su usporiadané do tandemov (tandemovych repeticii), pricom ramcovy pocet
repeticii byva charakteristicky pre dany druh [50] . Variabilné pocty rRNA génov kddujucich 18S-5.8S-
26S RNA sa vyskytuju v roznych rastlinnych druhoch (medzi 1000 a 50 000 génmi) [51].
U krytosemennych rastlin sa lokus 35S rDNA sklada z jednotick dlhych 9-20 kb, ktoré sa opakuji
mnoho tisickrat a nachadza sa na jednom alebo viacerych lokusoch na chromozomoch. Jednotka 35S sa
sklada z oblasti génov pre 18S- 5.85-26S RNA dlhé asi 5 kb a medzigenového medzemika (IGS), ktory
je vel'mi variabilny. Jednotka 5S rDNA je ovela kratSia. Nahosemenné rastliny maji vo v§eobecnosti
vyS$si pocet kopii génov rDNA [49].

Eukaryoticka rRNA sa prepisuje ako jedna dlhsia RNA, ktora v sebe obsahuje useky pre 3 molekuly
rRNA- 18S rRNA, 5.8S rRNA a 28S rRNA, ktoré su oddelené sekvenciami ITS-1 a ITS-2 (internally
transcribed spacer) (vid’ obrazok 3) [52]. Po vystiepeni oblasti ITS sa na ribozom pouZivaju prave tieto
tri molekuly, ktoré st evoluéne vel'mi konzervované, ¢ize sa v nich najde len minimum zamien i pri
porovnavani dvoch vzdialenych druhov. To umoziiuje navrhnut’ primery do tychto sekvencii tak, ze
budu fungovat’ pre mnoho réznych druhov. Napriek tomu, univerzalnost” a Specifita PCR primérov pre
oblast’ ITS nie je az tak uspokojiva, ¢o ma za nasledok tazkosti s amplifikaciou a sekvenovanim [53].

P — — | o | | o | —{ | e | }—
, ITS1 ITS2
18S { 5.85] { 268 |
<.
‘ 269bp 2]8bp
oblast’ ITS

Obrazok 3: rDNA s vyznacenim oblasti ITS [52].
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4.1.2.1 Sekvencie vybranych rastlinnych primérov

Konsenzualne primery su také primery, ktoré maju schopnost” amplifikovat’ cielovi oblast” v Sirokej
skale jedincov v urcitej skupine organizmov. Pre rastliny su takéto univerzalne primery navrhnuté tak
aby sa zamerali na oblasti v jadrovom, mitochondrialnom alebo chloroplastovom genéme [54].

Prave vd’aka univerzalnosti a Specifite primérov pre oblast’ ITS bolo navrhnutych vel'ké mnozstvo
primérov. Priméry 18S for (5'-GCGCTACACTGATGTATTCAACGAG-3') a5.8S_rev (5' -
CGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGA-3") umoziujuce amplifikovat’ usek genému o predpokladane;j
velkosti produktu PCR 700 bp boli navrhnuté a pouzité pri skumani spoloc¢nej evolucie génov rRNA
v populaciach Tragopogon mirus a T. miscellus [55]. Pre vyskum Struktiry , intranuklearnej distribucie
a ribozomalnej aktivity DNA (rDNA) v Nicotiana sylvestris (2n = 2x = 24) a N. tomentosiformis
v porovnani s N. tabacum (tabak, 2n = 4x = 48) boli navrhnuté¢ a pouzité priméry 26Sfor (5'-
GAATTCACCCAAGTGTTGGGAT-3") a  26Srev  (5-AGAGGCGTTCAGTCATAATC-3')
umoziujuce amplifikovat’ tsek gendmu o predpokladanej velkosti 220 bp [56]. Obidve sady primérov
(18S_for a 18S_rev, 26S_for a 26S_rev) zohrali doleziti iilohu pri preukazani DNA zo surovej zeleniny
a spracovanych potravin rastlinného p6vodu pomocou magnetickych mikrocastic [57].

Medzi novo  nasyntetizované  priméry  patria aj  priméry  18S 234 for  (5°-
GGCCCGTTGCTGCGATGATT-3° ; pozicia v génu 234-252) a 18S 496 rev: (5°-
AGAGCCCGGTATTGTTATT-3¢; pozicia v génu 478-496). Predpokladana vel'kost’ produktu PCR je
263 bp. Sekvencie, ku ktorym priméry nasadaju zodpoveda konsenzualnej sekvencii 18 rDNA tabaku
[58]. Sekvencie Specifickych primérov pre amplifikaciu DNA st uvedené na obrazku 4: 18S 234 fora
18S_496_rev (4A); 18S_for a 5,8_S (4B); 26Sfor a 26Srev (4C).

j
5.8S_rev
188 18S_for ITS1 : ITS2 26S
’ LX ;
1 400 1 88 2800 2000 2 & 2 A0 2 &5
265_for

265 ‘ EES_IEV|

Obrazok 4: Pozicie Specifickych primérov pre amplifikaciu DNA. Zelenou farbou s zvyraznené variabilné
useky ITS, hnedou konzervativne gény pre 18S a 26S rRNA.

18S_234_for
18S L 18S_496_r
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5. CIELE PRACE

Cielom diplomovej prace bolo testovanie metédy mikroizolacie a detekcia DNA rastlinného povodu
v ovocnych listoch aplodoch a v technologicky opracovanych potravinach ako st dzemy. Boli
optimalizované¢ podmienky amplifikicic DNA pomocou PCR a sledovany vplyv dizky amplikonu
na jeho detekciu.

Riesena problematika spociva v izolacii DNA v kvalite pre PCR z vybranych vyrobkov z ovocia,
ovocnych listov a plodov mikrometodou zalozenej na magnetickych Casticiach.

Pri rieseni tloh sa postupovalo nasledovne :
e homogenizacia ovocnych listov, plodov a vyrobkov pomocou plastového kopistu v pufru
s CTAB
e izolacia DNA magnetickymi casticami P(HEMA-co-GMA) s vyuzitim magnetického
separatoru
e spektrofotometrické stanovenie koncentracie DNA
e overenie amplifikovateI'nosti DNA pomocou PCR
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II. EXPERIMENTALNA CAST

6. Material a metody

6.1 Rastlinné materialy

Zdrojom pre rastlinny material (ovocie) boli Cerstvo natrhané plody a listy zo zahradky, dZemy a maliny

zakupené v obchodnych sietach s vynimkou doma pripravené¢ho marhul'ového dzemu.

6.1.1 Listy a plody ovocia

Listy a plody pouzité k izolacii DNA su uvedené v tabulke la) a na obrazku 5 a). Boli spracované

Cerstvo natrhané — bez skladovania. Vynimku tvorilo jablko, ktoré pochadzalo z komercnej siete a bolo
skladované po neznamu dobu.

Tabul’ka 1 a) : Ovocné listy a plody pouZité k izoldcii rastlinnej DNA.

Ndzov rastliny

Nizov rastliny latinsky

Nézov rastliny

Nazov plodu

Nazov plodu

slovensky anglicky slovensky anglicky
Ceresiia vtacia Cerasus avium L. Cherry tree Ceresiia Cherry
Jahoda obycajna Fragaria vesca L. Europian strawberry Jahoda Strawberry
Jablo1i domaca Malus domestica L. Apple tree Jablko Apple
Ostruzina malinova Rubus idaeus L. European raspberry Malina Raspberry
Marhul'a obyc¢ajna Prunus armeniaca L. Armenian plum Marhula Plum
Ribezl’a Cierna Ribes nigrum L. Blackcurrant Ribezla Blackcurrant
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Obrizok S a) : Ovocné listy a plody pouZité pre izoldciu DNA.

a) Ceresiia b) jahoda c) jablko d) malina e) marhula f) cierne ribezle

6.1.2 Dzemy

DZemy pouzité pre izolaciu DNA st uvedené na obrazku 5b) a ich zloZenie je uvedené v tabul'ke 1b).

Obrizok S b): Ovocné dzemy pouZité pre izoldciu DNA.

1 100%

Cerny rybiz

a) Ceresniovy dzem b) jahodovy dZem c) jablkovo- ribezlovy dZem d) malinovy dzem

e) domaci marhulovy dzem f) ribezlovy dZem
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Tabul’ka 1b) : ZloZenie obsahu dZemov.

Nazov dZzemu

Vyrobca
dzemu

ZloZzenie dzemu

Cerestiovy

Jahodovy

Jablkovo-
ribezl'ovy

Malinovy

Marhulovy

Cierna ribezl'a

CASA DE
MATEUS
(Portugalsko)
CASA DE
MATEUS
(Portugalsko)

HAME
(Cesko)

BabiCina
Spajza
(Cesko)
Domaci
(Cesko)

RELAX
(Cesko)

6.2 Chemikalie

Ceresne, glukdzo-fruktézovy sirup, cukor, Zelatina (pektin) a regulator kyslosti
(kyselina citronova)

jahody, glukozo-fruktézovy sirup, cukor, Zelatina (pektin) a regulator kyslosti
(kyselina citronova)

cukor, jablka (25% hmot.), ribezle (20% hmot.), reguldtor kyslosti, kyselina
citrébnova, zelirujuca latka: pektin, koncentrat z Ciernej mrkvi, stabilizator:
chlorid vapenaty

maliny, glukézo-fruktézovy sirup, zelatina (pektin) a regulitor kyslosti

(kyselina citronova), voda

marhule, cukor a Zelirovaci pripravok Quitin

Cierno-ribezl'ova zlozka 65,3% (Cierna ribezl'a 76,5%, koncentrovana Stava
z ¢iernej ribezle 23,5%), koncentrovand jablkova Stava (34,7%), zahustovadlo:
pektiny

. Agaroza pre elektroforézu DNA (Top-Bio, Praha, CR)

. Cetyl triethylamonium bromid (CTAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
. Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

. DNA standard 100 bp ladder (MALAMITE, v.o.s., Moravské Prusy, CR)
. Dodecylsulfat sodny (SDS) ( Sigma, St. Louis, USA)

. Ethanol (Penta, Chrudim, CR)

. Ethidium bromid (10 mg/mL) (Top-Bio, Praha, CR)

. Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)

. Fluorescenéné farbivo Midori green (Ecoli, Bratislava, SR)

. Hydroxid sodny (Penta, Chrudim, CR)

. Chlorid sodny (Penta, Chrudim, CR)

. Chloroformoktanol (Penta, Chrudim, CR)

. Isopropylalkohol (Penta, Chrudim, CR)

. Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

. Kyselina chlorovodikova (Penta, Chrudim, CR)

. Octan sodny (Penta, Chrudim, CR)

. B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

. Polyethylenglykol 6000 (PEG 6000) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

. Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze) (Amresco, Solon, USA)

Vsetky chemikalie boli v ¢istote p.a.
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6.2.1 Komponenty pre PCR

. PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

. PCR reakény pufr kompletny pre LA DNA polymerazu (5U/uL) (Top-Bio, Praha, CR)

. PCR reakény pufr kompletny pre Taq polymerazu (1U/uL) (Top-Bio, Praha, CR)

. Nanasaci pufr Yellow load (6xkoncentrovany) (Top-Bio, Praha, CR)

. DMSO (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR) (PCR enhancer)

. DNA standard (100 bp rebricek), obsahuje fragmenty DNA o velikosti 100, 200, 300, 400,

500, 600, 700, 800, 900, 1 000, 1200, 1 500 bp) (Malamité, Moravské Prusy, CR)

. Zmes ANTP (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

. Primery : 18S_fora 5,8S_rev (10 pmol/pl) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)
26S_for a 26S_rev (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)
18S_234 for a 18S_496 rev (10 pmol/pl) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)

. Taq DNA polymeraza (5U/pL) (Top-Bio, Praha, CR)

» LA DNA polymeraza (5U/uL) (Top-Bio, Praha, CR)

. EliZyme FAST Taq polymeraza (5U/uL) (ELISABETH PHARMACON, Bmo, CR)

. PCR reak¢ny pufr kompletny pre EliZyme FAST Taq polymerazu (ELISABETH

PHARMACON, Brmo, CR)
. gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (Top-Bio, Praha, CR)
. PCR voda pre qPCR master Mix (Top-Bio, Praha, CR)

6.2.2 Magnetické castice

Boli pouzit¢é magnetické mikrocastice poly(2-hydroxyethylmethakrylat-co-glycidylmethakrylat) -
P(HEMA-co-GMA) (Ing. D. Horak, CSc., Akademie v&d, Praha, CR). Vlastnosti Gastic st uvedené
v tabulke 2.

Tabulka 2: Viastnosti magnetickych castic P(HEMA-co-GMA).

Vlastnosti Jednotky
Obsah Zeleza v jadre (Fe) 10,02 [%]
Priemer Castic (Dn) 2,23 [rm]
Priemerna hmotnost’ (Dw) 2,24 [ug]
Index polydisperzity (PDI) 1,81 -
Funk¢né skupiny -COOH 0,76 [mM g ]

6.3 Pristroje

. Centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

. Eppendorfove skimavky (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

. Laboratorne vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)
. Magneticky separator Dynal (Oslo, Norsko)

»  Mikrovlnna rira PROLINE SM117 (SENCOR, CR)

. Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, Varsava, Polsko)

. NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA)
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PCR box UVC/T-AR, DNA/RNA, UV-cleaner box (bioSan, Riga, Litva)
Pipety automatické 1 000 pl, 200 pl, 20 wl, 10 pl

Thermal cycler DNA Engine (BIO-RAD Lab., USA)

Thermocycler Minicyclermm (BIO-RAD Lab., USA)

Thermo shaker TS-100C (Biosan, Riga, LV)

Thermocycler MJ RESEARCH (WATERTOWN, MA)

Transilluminator TVR- 3121 (Spectroline, Albany, USA)

Zariadenie pre elektroforézu (OWL Buffer PufferTM, Loughborough, UK)
Zdroj elektrického napétia pre elektroforézu Enduro 300 V (Labnet
International, Woodbridge, USA)

6.4 Roztoky

0,5 M EDTA (186,1 g EDTA, 800 ml destilovanej vody, NaOH pre upravu pH na 8,0)
1 M Tris-HCI (Tris-baza 121 g, 80 ml destilovanej vody, koncentrovana HCI pre
upravu pH na 7.8)

SxTBE pufr (54 g Tris-baza, 27,5 g kyseliny borité, 600 ml destilovanej

vody, 20ml  0,5M  EDTA (pH 8,0)). Pred pouzitim bol 10x nariedeny.

Lyza¢ni roztok s CTAB s 1,5 M NaCl (CTAB 1 g, 10 ml 0,5 M Tris-HCI (pH 8), 16 ml
5 M NaCl, 2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0), 42 ml destilovanej vody )

Lyzacni roztok s CTAB s 2,5 M NaCl (1 ml 5 M NaCl, 4 ml CTAB s 1,5 M NaCl) a tesne
pred pouzitim bolo pridany 0,2% 2-merkaptoethanol (1-2ul/1 ml pufru))

TE pufr pH 7,8 (1 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,8), 200 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0) a

98,8 ml destilovanej vody)

Zmes chloroform-oktanol (chloroform a oktanol v pomere 24:1)

70% ethanol (70 ml 96% ethanolu a 26 ml destilované vody)

Roztok chloridu sodného (5 M) (87,66 g NaCl rozpusteny v 300 ml destilovanej vode)
Roztok 40% polyethylénglykolu 6000 (40 g PEG 6000 rozpusteny v 60 ml

destilovanej vody. Objem bol doplneny do 100 ml destilovanej vody).

6.5 Priprava homogenatov v pufru s CTAB

6.5.1 Priprava homogenatov s pouzitim kopistu

Pri prevadzani homogenacie rastlinného materialu v pufru s CTAB sa postupovalo podla
nasledujucich bodov:

1.

A

Do 1,5 mL eppendorfky sa sterilne navazilo 0,1 g pripadne 0,2g rastlinnej vzorky
(nakrajanej na drobn¢ kusky sterilnym skalpelom).

K navazenej vzorke sa pridalo 500 pL lyzacného roztoku s CTAB s 2.5M NaCla 1 pL
merkaptoethanolu (0,2 %).

Pomocou plastového kopistu vo vymrazenom blocku bola prevedena homogenizacia.
Zhomogenizovana vzorka sa inkubovala po dobu 30 minat pri teplote 60 °C.

Po inkubacii bola prevedena centrifugacia po dobu 10 minut pri otackach 14500 ot./min.
Do ¢istej eppendorfovej skumavky bola odpipetovana vrchna faza obsahujuca DNA.
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6.5.2 Homogenaty s pridavkom chloroform-oktanolu

Po inkubacii zhomogenizovanej vzorky bol pridany roztok chloroform-oktanolu (24:1) o objeme 500
uL. Obsah skumavky sa kyvavym pohybom premiesaval 4 minuaty. Nasledovala centrifugacia po dobu
10 minat pri otackach 14 500/min. Supernatant obsahujici DNA sa odobral do ¢istych skumaviek a bol
pouzity pre izolaciu DNA magnetickymi Casticami.

6.5.3 Prezrazanie DNA v homogenate isopropanolom

Po homogenacii s pridavkom chloroform-oktanolu sa odobrany supernatant prezrazal
isopropanolom v nasledujucich krokoch :

1. Zmerial sa objem supernatantu v eppendorfovej skumavke a pridala sa 0,6 objemu
isopropanolu.

Obsah sa premiesal kyvavym pohybom, 4 minuty.

Centrifugacia po dobu 5 min, pri 14500 ot/min.

DNA je v sedimentu, superatant odstranime. Pridame 70% ethanol, 500 uL(2x250 uL).
Centrifugacia po dobu 5 min, pri 14500 ot/min.

DNA je v sedimentu, supernatant sa odstranil a v exikatoru sa vysuS$il zvySny obsah
isopropanolu — priblizne 10 minut.

7. DNA saeluovala do TE pufru (100 pL).

A

6.5.4 Prezrazanie DNA ethanolom

1. Pomocou automatickej pipety sa zmerial objem vzorky DNA a celkovy objem sa upravil TE
pufrom na 400 pL.

2. K vzorke DNA sa pridala 1/20 objemu 3M octanu sodn¢ho (20 uL). Obsah skimavky sa
premiesal.

3. Pridal sa 1 mL (2,5 nasobok objemu) 96% ethanolu vychladen¢ho na -20 °C a nasledne sa
zmes premiesala.

4. DNA sa zrazala vo vymrazenej doske pri teplote -20 °C po dobu 15 minut.

5. Zmes sa centrifugovala pri 14 500 ot/min po dobu 15 minut. Supernatant sa opatme odlial.
Dalej sa pracovalo so sedimentom, ktory sa oplachol 70 % ethanolom (500uL) a zmes sa
znova centrifugovala pri 14 500 ot/min po dobu 15 minut.

6. Sediment sa ususil v exikatore (priblizne 10 minut).

7. DNA sarozpustila v 100 pL TE pufru (pH=7.,8)

6.6 Priprava separacnej zmesi a izolacia DNA magnetickymi Casticami

Izolacia rastlinnegj DNA z homogenatov v CTAB pufru s 2,5 M NaCl bola prevedena pomocou
magnetickych ¢astic PAHEMA-co-GMA) s vyuzitim magnetického separatora. Pri priprave separacngj
zmesi sa postupovalo podla diplomovej prace Tereza Sura, 2017/2018 . ZloZenie a priprava separacnej
zmesi st popisané v tabul'ke 3:
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Tabul’ka 3: Separacnd zmes (250 ul) pre izoldciu. DNA z homogenatu s 2,5M NaCl [59].

Por. Zlozky Objem (uL)
1. Homogenat s 2,5 M NaCl 175
2. | 40% PEG 50
3. | Magneticke Castice (2 mg/ml) 25
Vysledny objem 250

Po zmiesani zloziek v uvedenom poradi sa separacna zmes inkubovala po dobu 30 mint pri teplote
25 °C v termomixéri. Po inkubacii bola prevedena separacia nosicov s naviazanou DNA na magnete.
Zmes sa separovala 15 minat a nasledne sa odpipetoval supernatant. Magnetické mikrocastice sa
premyli 500 pL. ( 2x 250 uL ) 70% ethanolom. Po minute bol supernatant odobrany a zvysny ethanol
sa nechal odparit’. Rastlinna DNA bola eluovana do 100 pL TE pufru (pH = 7,8). Po 30 minutach boli
Castice odseparované na magnetickom separatore a eluat obsahujiici DNA bol odobrany do Cistych
eppendorfovych skumaviek pre spektrofotometrické stanovenie a pre PCR.

6.7 Spektrofotometrické stanovenie DNA

Koncentracia izolovanej DNA bola stanovena spektrofotometricky. Pomocou pristroja Nanophotometer
boli odé&itané hodnoty absorbancii pri vinovych dizkach 230 nm (absorpéné maximum fenolov), 260nm
(absorpcné maximum nukleovych kyselin) a 280 nm (absorpcné maximum proteinov). Ako referenéna
vzorka bol pouzity TE pufr, pripadne separaéna zmes bez DNA (slepa vzorka). Cistota DNA bola
stanovena pomerom absorbancii 260/280 nm a 260/230 nm [60].

6.8 Priprava zmesi pre PCR, podmienky amplifikacie a detekcia produktov PCR

Pred pripravou zmesi boli vSetky komponenty PCR premiesané a zcentrifugované. Pripravila sa zmes
komponentov, tzv. Master mix. Master mix sa pripravil zmieSanym jednotlivych reakénych
komponentov vynasobenym poétom vzoriek a kontrol. Dalej bola prevedena amplifikacia podl'a danych
podmienok.

6.8.1 Priprava zmesi s r6znymi polymerazami

Komponenty pre jednotlivé PCR boli zmieSané v nasledujucom mnozstve podla pouzitej DNA
polymerazy a primérov (tabulka 4 a, b, ¢).
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Tabul’ka 4 a) : PCR zmes pre LA DNA polymerazu a Taq polymerdzu (SU/ulL).

DNA polymeraza/ Priméry/ Velkost’ produktov PCR
LA DNA polymeraza (5U/uL) Taq polymeraza (5U/uL)
18S_for , 5.8S_rev (700 bp) | 18S_for , 5.8S_rev (700 bp)
Por. Komponenty
26S_for, 26S_rev (220 bp) 26S_for, 26S_rev (220 bp)
Objem (pl) Objem (ul)

1. | Voda pre PCR 18,3 18,3
2. | Reakény pufor kompletny 10x 2,5 2,5
3. | DMSO 0,5 0,5
4. | Zmes dNTP (10 mM) 0,5 0,5
5. | 1. Primer (10 pmol/ul) 0,5 0,5
6. | 2. Primer (10 pmol/ul) 0,5 0,5
7. | LA DNA polymeraza (5U/ul) 0,2 0,2
8. | DNA matrica (10ng/ul) 2.0 2.0

Celkom 25,0 25,0

Tabul’ka 4 b): PCR zmes pre termostabilnii polymerdazu v SYTO-9 master mixu.

Priméry/ Velkost’ produktov PCR
1.primer - 18S_for | 1.primer - 26S_for
Por. Komponenty 2.primer - 5.8S_rev| 2.primer - 26S_rev
700 bp 220 bp
Objem (ul) Objem (ul)

1. | Voda pre Master Mix 8,5 8,5
2. | qPCR 2x SYTO-9 Master Mix s DNA polymerazou 12,5 12,5
3. | 1. Primer (10 pmol/ul) 1,0 1,0
4. | 2. Primer (10 pmol/ul) 1,0 1,0
5. | DNA matrica (10ng/ul) 2,0 2,0
Celkom 25,0 25,0
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Tabul’ka 4 ¢) : PCR zmes pre FAST Tag DNA polymerdzu (SU/uL).

Por.

RPN

Komponenty

Voda pre PCR

Reakeény pufor kompletny

Zmes ANTP (10 mM)

MgCl,

1. Primer (10 pmol/ul)

2. Primer (10 pmol/ul)

Fast Taq polymeraza

DNA matrica (10ng/ pl)
Celkom

Priméry/ Vel’kost produktov PCR

1.primer - 18S_for

1.primer - 18S_for

2.primer — 18S_rev| 2.primer - 5.8S_ rev

263 bp 700 bp
Objem (ul) Objem (ul)
21,50 21,50
2,50 2,50
0,20 0,20
0,50 0,50
0,15 0,15
0,15 0,15
0,50 0,50
1,00 1,00
26,50 26,50

6.8.2 Podmienky amplifikacie

Amplifikacia bola prevedena podla programu 700R035 alebo 700/200/R0O40 a podla programu Its-1.

Tabul’ka 5 a): Podmienky apmlifikdcie pre programy 700R035, 700/200/R0O40.

Program

Kroky Teplota

e AR A Eal

95 °C
95 °C
52 °C
72 °C
Go to step 2
72 °C
10 °C

700RO35

34 xkrok 2 -4

700/200R0O40

39 x krok 2 - 4
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Tabul’ka 5 b): Podmienky apmlifikacie pre program Its-1.

Kroky Teplota Doba (m:s) Go to
1. 92°C 03:00
2. 92°C 00:20
3. 57°C 00:20
4. 72 °C 00:30 39x krok 2-4
5. 72 °C 05:00
6. 16 °C ©

6.8.3 gpecifické primery

Pre PCR zmes boli pouzité primery 18S for a 5.8S rev produkt PCR predpokladanej dizky 700bp,
26S_for a 26S_rev (220 bp) a 18S_234_for a 18S_496_rev (263 bp). Sekvencie primerov su uvedené
v tabulke 6. VSetky komponenty vhodné pre PCR boli pred pouZitim rozmrazené, premiesané
a zcentrifugované. Ako pozitivna kontrola bola pouzita DNA N.tabacum a B. oleacea (10 ng/ul, Dr.
Kovarik, Csc) a ako negativna kontrola bola pouzita PCR zmes bez pridania DNA.

Tabulka 6: Specifické priméry.

Primery Sekvencie primerov (5" - 3") Velkost’ Citicia
produktu PCR
18S_for GCG CTA CAC TGA TGT ATT CAA CGA G 700 bp [55]

5.8S_rev CGC AACTTG CGT TCA AAG ACT CGA

26S_for GAA TTC ACCCAA GTGTTGGGAT 220 bp [56]
26S_rev AGA GGC GTT CAGTCATAATC

18S_234_for | GGC CCG TTG CTG CGA TGA TT 263 bp [58]
18S_496_rev | AGA GCC CGG TAT TGT TAT T

6.8.4 Detekcia produktov PCR

Produkty PCR boli detegované pomocou gélovej agardzovej elektroforézy (1,2% v 0,5x TBE pufru
s pridavkom 1 pl fluorescenéného farbiva Midori Green). Bol pouzity Standard 100 bp rebricek
s fragmentami DNA. Standard obsahoval fragmenty DNA dizky 1500 bp, 1200 bp, 1000 bp, 900 bp,
800 bp, 700 bp, 600bp, 500 bp, 400 bp, 300 bp, 200 bp a 100bp.

Elektroforéza prebichala pri napéti 60V po dobu priblizne 2 hodiny. Produkt PCR bol pozorovany
na transiluminatore v UV svetle a zdokumentovany fotograficky.
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7. VYSLEDKY
7.1 Spracovanie vzoriek

Homogenaty boli pripravené z rastlinnych vzoriek ovocnych listov, plodov a vyrobkov z ovocia —
dzemov. Postup pripravy homogenatov je uvedeny v nasledujicich kapitolach a zdokumentovany
na obrazku 6.

7.1.1 Spracovanie listov

Pre pripravu homogenatov z listov ovocnych stromov a kerov bolo pouzitych 100 mg vzorky pre kazdy
druh ovocia.

Listy boli pred navazenim dostato¢ne upravené — premyté destilovanou vodou, oSetrené ethanolom
a nadrobno nakrajané sterilnym skalpelom. Homogenacia bola prevedena podla kapitoly 6.5.1.
Homogenaty boli precistené chloroform-oktanolom podla postupu uveden¢ho v kapitole 6.5.2
a prezrazané ethanolom, podla postupu v kapitole 6.5.4.

7.1.2 Spracovanie plodov

Pre pripravu homogenatov z plodov ovocia bolo pouzitych 100 mg vzorky pre kazdy druh ovocia.
Vzorky boli pred navazenim dostatocne upravené — premyté destilovanou vodou, osetrené ethanolom
a nadrobno nakrajané. Pred homogenaciou bola vzorka roztlacena v roztieradle. Homogenacia bola
prevedena podla kapitoly 6.5.1. Homogenaty boli precistené chloroform-oktanolom podl'a postupu
uvedeného v kapitole 6.5.2 a prezrazané ethanolom podl'a postupu v kapitole 6.5 4.

7.1.3 Spracovanie dZemov

Pre pripravu homogenatov z dzemov, bolo pouzitych 200 mg vzorky pre kazdy vyrobok. Homogenacia
bola prevedena podla postupu v kapitole 6.5.1. Homogenaty boli precistené chloroform- oktanolom
podl’a postupu uvedencho v kapitole 6.5.2 a prezrazané isopropanolom podla postupu v kapitole 6.5.3
alebo ethanolom, podla postupu v kapitole 6.5.4.

Pouzitie kopistu pri priprave homogenatov je demonStrované na obrazku 6 a), b), c). Po
zcentrifugovani homogenatu s pridavkom chloroform-oktanolu sa v eppendorfovej skimavke vytvorili
3 Casti, z ktorych vrchna faza obsahujuca DNA bola odobrana (obrazok 6c¢) a pouzita pre izolaciu DNA
magnetickymi casticami.
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vrchna vodna faza s DNA

medzifaza s proteinami

spodnd organicka faza so zvySkami
buniek a chloroform-oktanolom

Obrazok 6:
a) vymrazeny blocek s eppendorfovymi skiimavkami
b) kopist

¢) homogenadt s pufrom s CTAB a s pridavkom chloroform-oktanolu; rozdelenie fazi po centrifugdcii

Precistené homogenaty boli pouzité pre izolaciu DNA.

7.2 Izolacia DNA z homogeniatov magnetickymi mikrocasticami P(HEMA-co-
GMA)

Rastlinna DNA sa izolovala pomocou mikrocastic P(HEMA-co-GMA). Pri izolacii sa postupovalo
podla kapitoly 6.6. Pri izolacii bolo pouzitych 175 pL. homogenatu precistenych chloroform-oktanolom.
DNA bola eluovana do 100 uLTE pufru. Koncentracia DNA bola stanovena spektrofotometricky.
Izolacia bola prevedena v 4 opakovaniach. Vzhladom k tomu, ze DNA bola izolovana v malych
koncentraciach, boli vzorky spojené, DNA bola precistena chloroform-oktanolom a zakoncentrovana
ethanolom podl'a postupu v kapitole 6.5.2 a kapitole 6.5.4.

7.2.1 Izolacia DNA z listov
DNA sa izolovala z listov zo 6 druhov ovocia v 4 opakovaniach. Vysledky su uvedené v tabulke 7.

Tabul’ka 7: Hodnoty spektrometricky nameranych koncentracii DNA izolovanych z listov v 4 opakovaniach
(bez prezrazania).

DNA - List Koncentracia (ng/uL) A 260/280 A 260/230 Celkové mnozstvo DNA (ng)

1 Marhula 1 0,50 - 3,63 50
2 2 0,30 0,55 0,03 30
3 3 1,60 - 0,32 160
4 4 0,90 2,88 0,12 90
5  Ceresiia 1 2,00 1,31 4,52 200
6 2 2,00 1,35 0,76 200
7 3 2,10 1,31 1,27 210
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

4
Jablko 1
2
3
4
Jahoda 1
2
3
4
Malina 1
2
3
4
Ribezla 1
2
3
4

2,80
0,90
1,20
14,0
3,00
3,60
0,60
0,20
0,30
0,00
0,60
0,20
0,30
8,10
4,50
5,20
6,00

1,21
2,61
1,00
1,10
1,31
1,31
0,64
0,84
0,74

1,05
0,44
0,78
1,47
1,45
1,53
1,39

1,64
0,23
0,22
0,92
3,19
0,59
0,07
0,12
0,09

0,18
0,05
0,03
0,66
0,99
1,30
0,63

280
90
120
140
300
360
60
20
30

60

20

30
810
450
520
600

DNA z listov bola izolovana v malych koncentraciach. V priemere zo 4 opakovani: marhula 0,83
ng/uL; Ceresna 2,23 ng/ul; jablko 4,78 ng/uL; jahoda 1,18 ng/ul; malina 0,37 ng/uL;ribezla 5,95
ng/uL.

7.2.1.1 Precistenie a zakoncentrovanie DNA

Vzorky DNA boli spojené a zakoncentrované prezrazanim ethanolom podrla kapitoly 6.5.4. Vysledky

su uvedené v tabul’ke 8. Hodnoty zavislosti absorbancie na vlnovej dlzke st znazornené na grafe 1.

Tabul’ka 8: Hodnoty koncentrdcii DNA izolovanej z listov (po precisteni a zakoncentrovani ethanolom).

DNA - List
Marhul'a
Ceresita
Jablko
Jahoda
Malina
Ribezle

Koncentracia (ng/uL) A 260/280 A 260/230 Celkové mnozstvo DNA (ng)

2,00
4,40
8,00
2,90
3,40
1,80

1,40
1,45
1,57
1,41
1,33
1,46

0,54
0,46
0,70
1,16
0,46
0,60

200
440
800
290
340
180
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Graf 1: Zavislost absorbancie na vinovej dizke DNA z listov, plodov a dZemov po prezrdzani ethanolom
z tabuliek (8, 10 a 12 ). Meranie oproti TE pufru.

10mm Absorbance

List merurika
List malina

1p Dzem jablko
Dzem tredef

25 {Dzem ybiz

Dzem merurika
Dzem jshoda

Plod tFefef
1.5 {Plod jablko
Plod Bybiz

220 230 240 250 260 210 280 200 300 310 320 330 g
Wavelength (nm)

DNA po prezrazani ethanolom bola izolovana v koncentraciach od 1,80 po 8,00 ng/uL. v zavislosti
na druhu listu. DNA bola znecistena (hodnoty absorbancie A 260/280 od 1,33 po 1,57 a A 260/230 od
0,46 po 1,16).

Koncentracie DNA izolovanych z listov vzhl'adom na najvyssie hodnoty st nasledovné:
jablko > Ceresfia > malina > jahoda > marhul’a > ribezle.

7.2.2 1zolacia DNA z plodov

DNA sa izolovala zo 6 réznych druhov plodov v 4 opakovaniach Koncentracia izolovanej DNA je
uvedena v tabul’ke 9.

Tabul’ka 9: Hodnoty spektrometricky nameranych koncentrdcii DNA izolovanych z plodov (bez
prezrdzania).

DNA - Plod Koncentracia (ng/uL) A 260/280 A 260/230 Celkové mnozstvo DNA (ng)

1 Marhula 1 6,50 1,48 0,59 650
2 2 1,20 1,04 0,78 120
3 3 8,70 1,57 0,50 870
4 4 1,60 0,99 0,58 160
5  Ceresia 1 5,20 2,48 0,47 520
6 2 0,20 0,55 0,24 20
7 3 1,60 2,64 1,58 160
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8 4 2,80 1,63 1,70 280

Jablko 1 0,30 - 2,75 30
10 2 0,40 3,97 0,29 40
11 3 0,40 1,37 0,43 40
12 4 0,20 0,49 0,10 20
13 Jahoda 1 2,70 1,88 0,58 270
14 2 2,10 2,37 0,62 210
15 3 4,50 1,71 0,44 450
16 4 5,10 1,51 0,55 510
17 Malina 1 1,00 2,58 0,55 100
18 2 3,10 1,49 0,46 310
19 3 0,60 1,72 0,31 60
20 4 0,50 - 3,10 50
21  Ribezlal 4,20 1,51 0,60 420
22 2 0,90 - 0,48 90
23 3 2,70 1,78 0,40 270
24 4 1,70 2,37 0,55 170

DNA z plodov bola izolovana v malych koncentraciach. V priemere zo 4 opakovani: marhula 3,18
ng/uL, ceresna 1,35 ng/pL; jablko 0,35 ng/uL ; jahoda 3,60 ng/uL; malina 1,30 ng/uL; ribezle 2,38
ng/uL. DNA bola znecistena.

7.2.2.1 Predistenie a zakoncentrovanie DNA

Vzorky DNA boli spojené a zakoncentrované prezrazanim ethanolom podla kapitoly 6.5.4. Vysledky
st uvedené v tabulke 10. Hodnoty zavislosti absorbancie na vinovej dizke su znazornené na grafe 1.

Tabul’ka 10: Hodnoty koncentracii DNA izolovanej z plodov (po precisteni a zakoncentrovani ethanolom).

DNA- Plod | Koncentricia (ng/uL) A 260/280 A 260/230 Celkové mnozstvo DNA (ng)

1 Marhula 8,20 1,69 0,95 820
2 Ceresha 2,50 1,41 0,43 250
3 Jablko 0,90 5,05 0,77 90
4 Jahoda 8,40 1,69 0,71 840
5 Malina 0,60 4,52 1,08 60
6/ Ribezle 2,30 1,85 0,48 230

DNA po prezrazani bola izolovana v koncentraciach od 0,60 po 8,40 ng/uL v zavisloti na druhu
plodu. DNA bola znecistena (hodnoty absorbancie v rozmedzi A 260230 0d 1,41 po 5,05 a A 260230 0d 0,43
po 1,08).

Koncentracie DNA izolovanych z plodov vzhI'adom na najvyssie hodnoty:
jahoda > marhul’a > ¢erestia > ribezle > jablko > malina.

32



7.2.3 Izolacia DNA z dZemov

DNA sa izolovala zo 6 r6znych druhov dzemov v 4 opakovaniach Koncentracia izolovanej DNA je
uvedena v tabulke 11.

Tabul’ka 11: Hodnoty spektrometricky nameranych koncentrdcii DNA izolovanych z dZemov (bez
prezrdzania).

DNA -Dzem Koncentracia (ng/uL) A 260/280 A 260/230 Celkové mnozstvo DNA (ng)

1 Marhul’a 1 3,10 1,76 0,43 310
2 2 3,00 1,44 0,72 300
3 3 3,40 1,70 0,74 340
4 4 4,40 1,55 0,62 440
5 Ceresia 1 8,00 1,53 0,45 800
6 2 4,40 1,81 0,48 440
7 3 3,30 1,47 0,66 330
8 4 4,10 1,72 0,43 410
9 Jablko 1 1,40 2,88 0,55 140
10 2 2,50 1,77 0,45 250
11 3 0,90 2,31 1,19 90

12 4 2,60 1,68 0,45 260
13 Jahoda 1 2,70 1,37 0,60 270
14 2 3,20 1,25 0,49 320
15 3 3,10 1,46 0,62 310
16 4 5,60 1,38 0,43 560
17 Malina 1 3,70 1,44 0,65 370
18 2 3,60 1,71 0,56 360
19 3 2,70 1,66 0,56 270
20 4 4,10 1,72 0,50 410
21 Ribezl’a 1 2,40 1,75 0,44 240
22 2 2,10 1,31 0,49 210
23 3 2,40 1,50 0,44 240
24 4 0,90 1,98 0,245 90

DNA z dZemov bola izolovana v malych koncentraciach. V priemere zo 4 opakovani: marhul’a 3,48
ng/uL, ¢eresna 4,95 ng/uL; jablko 1,85 ng/uL ; jahoda 3,65 ng/uL; malina 3,53 ng/uL; ribezle 1,95
ng/uL. DNA bola znecistena.

7.2.3.1 Precistenie a zakoncentrovanie DNA

Vzorky DNA boli spojené a zakoncentrované prezrazanim ethanolom podrla kapitoly 6.5.4. Vysledky
st uvedené v tabulke 12. Hodnoty zavislosti absorbancie na vinovej dizke su znazomené na grafe 1.

33



Tabul’ka 12: Hodnoty koncentrdcii DNA izolovanej z dZemov (po precisteni a zakoncentrovani ethanolom).

DNA - DZzem Koncentricia (ng/uL) A 260/280 A 260/230 Celkové mnozstvo DNA (ng)

1 Marhula 5,10 1,64 0,66 510
2 Ceresa 2,10 1,67 0,46 210
3 Jablko 2,30 1,55 0,57 230
4 Jahoda 2,70 1,42 0,51 270
5 Malina 6,00 1,51 0,49 600
6  Ribezle 4,10 1,46 0,35 410

DNA po prezrazani bola izolovana v koncentraciach od 2,10 po 6,00 ng/ul. v zavislosti na druhu
dZzemu. DNA bola znecistena (hodnoty absorbancie v rozmedzi A 260/280 od 1,42 po 1,67 a A 260/230
od 0,35 po 0,66).

Koncentracie DNA izolovanych z dZzemov vzhI’'adom na najvysSie hodnoty:
malina > marhul’a > ribezle > jahoda > jablko > Ceresna.

7.2.4 Izolacia DNA z dzemu z Ciernych ribezli so zrnieckami a bez zrnie¢ok

V dZemu Ciernych ribezli (Relax) boli zreteI'né Casti obsahujuce zrniecka (semend) a Casti, ktor¢ ich
neobsahovali. Za ucelom porovnania mnozstva izolovanej DNA bol prevedeny nasledujiici experiment.

DNA bola izolovana v 4 opakovaniach z dZzemu z Ciernych ribezli so zrnieCkami a bez zrniecok.
Postupovalo sa podla postupu 6.5.1 s vynimkou v bode 2, kde sa pridali 2ul. merkaptoethanolu.
Homogenaty boli precistené chloroform-oktanolom podla kapitoly 6.5.2. Pri izolacii DNA sa
postupovalo podrla kapitoly 6.6. Koncentracie DNA su uvedené v tabulke 13. Zavislost” absorbancie
DNA na vlnovej dizke je uvedené v grafe 2.

Tabul’ka 13: Hodnoty koncentracii DNA izolovanej z dZemu z Ciernych ribezli (4 opakovania so zrnieckami a 4
opakovania bez zrniecok).

DNA — Dzem Koncentricia (ng/uL) A 260/280 A 260/230 Celkové mnozstvo DNA (ng)

1 Z1 4.4 1,24 1,10 440
2 72 1,9 1,48 0,33 190
3 73 1,9 1,97 0,45 190
4 74 7,3 1,1 - 730
5 BZ1 1,3 1,53 0,57 130
6 BZ2 1,7 1,44 0,88 170
7 BZ3 0,8 0,91 - 80
8 BZ4 2.4 1,58 0,74 240

Z- so zrnieCkami ; BZ- bez zrnieCok
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Graf 2: Zavislost absorbancie na vinovej dizke DNA z dZemu z ciernych ribezli v 4 opakovaniach so

zrnieCkami a bez zrniecok. Meranie oproti TE pufiu.
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Z dzemu z Ciemych ribezli s obsahom zmieok (semien) bolo izolované vicSie mnozstvo DNA
(v priemere 3,9 ng/ pul) nez zdZemu bez obsahu zmiecok (v priemere 1,6 ng/ pL). DNA bola
znedistena.

7.2.5 Porovnanie mnozstva DNA izolovaného z listov, plodov a dzemov

Porovnanie mnozstva DNA izolovangj z listov, plodov a dzemov po precisteni chloroform-oktanolom
a zakoncentrovani ethanolom je uvedena na grafe 3a) . Porovnania kvality DNA z hl'adiska znecistenia
inhibujicimi latkami su uvedené v tabul’kach 3b) a 3c).

Graf 3a) : Porovnanie mnoZstva DNA izolovanej z listov, plodov a dZemov.
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Graf 3 b): Porovnanie kvality DNA (A 260130nm) izolovanej z listov, plodov a dZemov.
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Graf 3 ¢): Porovnanie kvality DNA (A 260230nm) iz0lovanej z listov, plodov a dZemov.
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Z grafu 3a) mozeme vidiet’, Ze DNA vyizolovana z listov bola v najvi¢Som mnozstve u jablka; u plodov
z jahody a u dZemov z maliny. Poradie bolo nasledujuce:

e Listy: jablko > Ceresnia > malina > jahoda > marhula > ribezle
e Plody: jahoda > marhula > ¢ere$nia > ribezle > jablko > malina
e DZemy: malina > marhul’a > ribezl’a > jahoda > jablko > ¢eresia

Z grafu 3b) mézeme usudit, Zze vyizolovana DNA je znecistena proteinami v nasledujucej intenzite.

e Listy: jablko > ribezle > ¢ere$na > jahoda > marhula > malina
e Plody: ribezle > jahoda =marhul'a > Ceresia
e Dzemy: ceresna > marhula > jablko > malina > ribezle > jahoda

Ocakavany pomer hodnot absorbancii pri vinovej dizke 260 nm a 280 nm (A260nm/A280nm) by sa
mal pohybovat” vrozmedzi 1,8 az 2,0. Ak je tento pomer mensi nez 1,75 svedCi o pritomnosti
kontaminujucich bielkovin.

Z grafu 3c¢) je vidiet, ze vyizolovana DNA zo vSetkych druhov bola zna¢ne znecistena polyfenolami
a to v nasledovnom poradi:

e Listy: jahoda> jablko ribezle > marhul’a > malina = ¢eresia
e Plody: malina > marhul’a > jablko > jahoda > ribezle > Ceresna
e Dzemy: marhula > jablko > jahoda > malina > Ceresiia > ribezle

DNA sa povazuje za Cistil, bez pritomnosti polyfenolov ak je hodnota pomeru A260/A230 okolo 2,0.
V pripade, Ze je pomer nizsi spolu s DNA boli izolované aj polyfenolické latky.

7.3 Testovanie amplifikacie kontrolnej DNA

Ciel'om testovania amplifikacie kontrolnej DNA N.fabacum o rdznych priméroch bolo experimentalne
overenie amplifikovatelnosti podl'a danych predpokladov s pouzitim réznych Taq DNA polymeraz
a cyklérov. Kontrolna DNA bola izolovana klasickou CTAB metdédou Dr. Kovarikom, CSc.

7.3.1 Testovanie rozneho mnozstva Taq DNA polymerazy (5U/uL)

Testovala sa Taq DNA polymeraza (5U/uL) a pufor 10x Taq buffer complete. Ako matrica DNA bola
pouzita DNA N. tabacum (10 ng /uL. ). Zmes pre PCR bola pripravena podla tabulky 4a) s priméry
18S _for a 5.8S rev a amplifikovana podla tabul’ky 5 a). Amplifikacia bola prevedena podla PCR
programu 700R040. Vysledky su uvedené na obrazku 7.
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Obrizok 7: Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR (700bp) Specifickych pre rastlinnii DNA.
Amplifikovand bola DNA N. tabacum (10 ng/ ulL) s vyuZitim rézneho mnoZstva Taq polymerazy (5U/ uL).

produkt PCR

Beh DNA Mnozstvo DNA (ng)/ PCR zmes | Detekcia produktu PCR
1 Rebricek
2 Negativna kontrola 0 -
3 Taq polymeraza 0,1pL (1U) 20 +
4 | Taq polymeraza 0,5uL (2,5U0) 20 +++
5 Taq polymeraza 1uL (5U) 20 ++

+,++,+++ produkty PCR s r6znou intenzitou
- nedetegované produkty PCR

DNA sa amplifikovala v PCR. Boli detegované produkty PCR predpokladanej dizky (700 bp).
Najintenzivnejsi produkt PCR bol pri pouziti 2,5 U Taq DNA polymerazy.

7.3.2 Testovanie roznej koncentracie DNA a LA polymerazy (SU/ uL)

Testovala sa kontrolna DNA N. tabacum o rdznych koncentraciach. DNA bola riedena v TE pufru.
Pouzita bola LA polymeraza (5U/uL). Zmes pre PCR bola pripravena podla tabul’ky 4 a) s priméry:
18S fora5,8S rev. Amplifikacia prebiechala podl'a programu 700R040 v tabul’ke 5 a) na DNA Engine,
Peltier thermal Cycler. Vysledky st uvedené na obrazku 8.
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Obrizok 8: Agardzova gélova elektroforéza produktov PCR (700 bp) Specifickych pre rastlinnii DNA.
Amplifikovana bola DNA N. tabacum o réznych koncentrdciach s LA polymerdzou (5U/pL).

produkty PCR

Beh DNA Koncetracia DNA| Mnozstvo DNA (pg)/ PCR zmes| Detekcia produktu PCR
(pg/nl)
1 rebricek
2 | negativna kontrola 0 0 -
3 N. tabacum 100 200 ++
4 N. tabacum 10 20 +
5 N. tabacum 1 2 +

+,++,+++ produkty PCR s ro6znou intenzitou
- nedetegované produkty PCR

DNA sa amplifikovala v PCR. Po amplifikacii boli detegované produkty PCR r6znej intenzity
v zavislosti na mnozstve DNA v zmesiach pre PCR. Intenzivny produkt PCR bol detegovany po
amplifikacii 200 pg DNA. Produkt PCR v slabej intenzite bol detegovany po amplifikacii 20 a 2 pg
DNA.

7.3.3 Testovanie DNA polymerazy v SYTO-9 master mixu

Testovala sa kontrolna DNA N. tabacum o réznych koncentraciach. Pouzita bola DNA polymeraza
v SYTO-9 master mixu. DNA bola riedena v TE pufru. Zmes pre PCR bola pripravena podla tabulky
4 b) s priméry: 18S fora 5,85 rev. Amplifikacia prebichala podl'a programu 700R040 v tabul’ke 5 a)
na DNA Engine, Peltier thermal Cycler. Vysledky su uvedené na obrazku 9.
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Obrizok 9 : Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR (700 bp) Specifickych pre rastlinnii DNA.
Amplifikovana bola DNA N. tabacum o réznych koncentrdcidch s polymerazou v SYTO-9 Master mixe. (5U/uL).

21 3 45

1500 bp
1000 bp
ed produkty PCR
500 bp
Beh DNA Koncetricia DNA| Mnozstvo DNA (ng)/ PCR zmes| Detekcia produktu PCR
(ng/pL)

1 rebricek
2 | negativna kontrola 0 0 -
3 N. tabacum 30 60 +++
4 N. tabacum 10 20 44
5 N. tabacum 12 24 44

+,++,+++ produkty PCR s r6znou intenzitou
- nedetegované produkty PCR

Boli detegované produkty PCR réznej intenzity v zavislosti na mnozstve DNA v zmesiach pre PCR.

7.3.4 Testovanie roznej koncentracie Fast Taq polymerazy a d’alSich primérov

Testovala sa kontrolna DNA B. oleracea. Zmes pre PCR bola pripravena podla tabul’ky 4 c) s priméry:
18S_234_for a 18S_496_rev. Amplifikacia prebichala podla programu Its-1 podla tabulky 5b) na
thermocykléri MJ Research. Vysledky st uvedené na obrazku 10.
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Obrizok 10: Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR (263 bp) Specifickych pre rastlinnii DNA.
Amplifikovana bola DNA B.oleracea s Fast Taq polymerdzou (5U/uL).

1500 bp
500 bp «— produkt PCR
100 bp
Beh DNA Koncetracia DNA Mnozstvo DNA (ng)/ Detekcia produktu
(ng/ nL) PCR zmes PCR
1 rebricek
2 Negativna kontrola 0 0 -
3 | Pozitivna kontrola B.oleracea 65 65 +++

DNA sa amplifikovala v PCR. Bol detegovany produkt PCR v silnej intenzite.

+,++,+++ produkty PCR s ro6znou intenzitou

- nedetegované produkty PCR

7.3.4 Overenie intaktnosti kontrolnej DNA

Bola testovana kontrolnd DNA N. tabacum o koncentacii 10 ng/ pL a 12 ng/ pLL . Na gél (0,8%) bolo
nanesenych 20 uL. DNA. Vysledky su uvedené na obrazku 11.
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Obrizok 11: Agarozova gélova elektroforéza kontrolnej DNA N.tabacum .

1500 bp
500bp
K tracia DNA | Mnozstvo DNA éli
Beh DNA oneetracia nozstvo et Detekcia DNA | Degradacia DNA
(ng/ pL) (ng)
1 rebricek
2 | N. tabacum 10 200 ano mierna
3 | N. tabacum 12 240 ano mierna

+,++,+++ DNA s r6znou intenzitou

DNA N.tabacum (20 pL ) o koncentracii 10 ng/ pL a 12 ng/ uL bola detegovana na géli. Kontrolna
DNA bola relativne intaktna a mierne degradovana.

7.4 Amplifikacia rastlinnej DNA v PCR

7.4.1 Amplifikacia DNA izolovanej z listov

DNA bola izolovana podla kapitoly 6.6 z homogenatov precistenych chloroform-oktanolom podla
kapitoly 6.5.2 a zakoncentrovana ethanolom podla kapitoly 6.5.4. PCR zmesi boli pripravené podla
tabul’ky 4a) s priméry na 700 bp 18S for a 5,8S rev v kapitole 6.8.1. DNA bola zriedena 10x. Bol
pouzity program 700R0O35 (kapitola 6.8.2, tabul’ka 5a)). Pouzil sa termocyklér DNA Engine, Peltier
Thermal Cycler. Vysledky st uvedené na obrazku 12.
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Obrizok 12: Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR (700bp). Amplifikovana bola DNA izolovand
z listov ovocnych stromov a kerov.

12 345 67389

1500 bp

1000 bp
<«—— Pprodukty PCR
500 bp

Beh| DNA - Listy Mnozstvo DNA (ng) / PCR zmes | Detekcia produktu PCR
1 rebricek
2 | negativna kontrola 0 -
3 pozitivna kontrola 20 N
N.tabacum
4 Marhul'a 10,2 ++
5 Malina 12,0 -
6 Jablko 4,6 ++
7 Ceresiia 4,2 +
8 Ribezla 8,2 -
9 Jahoda 5,4 ++
+,++,+++ produkty PCR s r6znou intenzitou
- nedetegované produkty PCR

Produkty PCR boli na géli detegované v rdznej intenzite. Amplikon bol detegovany po amplifikacii
DNA izolovanej z listov marhuly, jablka, ¢eresne a jahody. Amplikén nebol detegovany po amplifikacii
DNA izolovanej z listov maliny a ribezle.

7.4.1.1 Amplifikacia DNA izolovanej z mrazenych listov ¢iernej ribezle

DNA bola izolovana podl'a kapitoly 6.6 z homogenatov z mrazenych listov ¢iemej ribezle. Homogenaty
boli precistené chloroform-oktanolom podl'a kapitoly 6.5.2. PCR zmes bola namiesana podla tabulky
4 c) s primery 18S_for a 5.8S_rev. Bol pouzity program Its-1, podl'a tabul’ky 5b) na thermocykléry MJ
Research. Vysledky su uvedené na obrazku 13.
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Obrazok 13: Agarézova gélova elektroforéza produktov PCR (700bp). Amplifikovand bola DNA precistend
chloroform-oktanolom z homogendtov pripravenych zo zmrazenych listov keru Ciernej ribezle.

1500 bp™
700 Dp m—

produkty PCR

100bp=—

Beh | DNA - Listy - ¢ierne ribezle | Mnozstvo DNA(ng) / PCR zmes | Detekcia produktu PCR
1 rebricek
2 itivna kontrol
pozitivna kontrola 65.25 e
B.oleracea
3 - - -
4 negativna kontrola 0 -
5 1 8,1 ++
6 2 4,5 ++
7 3 5.2 ++
8 4 6,0 ++

+,++,+++ produkty PCR s ro6znou intenzitou
- nedetegované produkty PCR

Amplikoény boli pritomné v behoch 5 az 8. DNA (4,5-8,1 ng) izolovana zo zmrazenych listov keru
¢iemych ribezli sa amplifikovala v PCR narozdiel od DNA izolovanej z ¢erstvych listov (vid” obrazok
12, beh 8).

7.4.2 Amplifikacia DNA izolovana z plodov

Boli pripravené homogenaty z plodov podl'a postupu 6.5.2 a zakoncentrovana ethanolom podl'a kapitoly
6.5.4. Pri izolacii DNA sa postupovalo podla kapitoly 6.6. Boli pouzité PCR zmesi podl'a kapitoly 6.8.1
a tabulky 4 a) s primery 18S for a 5,8S rev. DNA bola zriedena 10x. Bol pouzity PCR program
700R035 podla tabulky 5 a). Vysledky st uvedené na obrazku 14.
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Obrazok 14: Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR (700 bp). Amplifikovand bola DNA izolovand

plodov.
4567 89
1500 bp
1000 bp
700 bp produkty PCR
500 bp
Beh DNA - Plody Mnozstvo DNA (ng) / PCR zmes | Detekcia produktu PCR
1 rebricek
2 | negativna kontrola 0 -
3 pozitivna kontrola N.tabacum 20,0 -
4 Ceresiia 5,0 -
5 Ribezl'a 4,6 -
6 Malina 1,2 -
7 Marhul'a 16,4 ++
8 Jahoda 16,8 ++
9 Jablko 1,8 -
+,++,+++ produkty PCR s r6znou intenzitou
- nedetegované produkty PCR

Produkty PCR v dizke 700 bp boli detegované po amplifikacii DNA izolovanej z plodov marhule a
jahody (vid’ beh 7 a 8). V behoch 4, 5, 6 a9 po amplifikacii DNA izolovanej z plodov ¢eresne, ribezle
maliny a jablka neboli produkty PCR detegovang.

7.4.3 Amplifikacia DNA izolovana z dzemov

V amplifikacii boli detegované rozne priméry , ktoré davali produkty PCR roznej dizky.
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7.4.3.1 Primery pre 700 bp

Boli pripravené homogenaty z dzemov podl'a postupu 6.5.1. Pri izolacii DNA sa postupovalo podla
kapitoly 6.6. Boli pouzité PCR zmesi podl'a kapitoly 6.8.1 a tabulky 4 a) s priméry 18S fora 5.8S_rev.
Bol pouzity PCR program 700R035 podla kapitoly 6.8.2 tabulky 5 a). Bol pouzity thermocyklér -
DNA Engine, Peltier Thermal Cycler. Vysledky st uvedené na obrazku 15.

Obrizok 15: Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR (700 bp). Amplifikovana bola DNA izolovand

z dZemov .
1500 bp 456789
1
000 bp «——— Produkty PCR
500 bp—
Beh DNA - DZzemy Mnozstvo DNA (ng) / PCR zmes| Detekcia produktu PCR
1 rebricek
2 | negativna kontrola 0 -
pozitivna kontrola N.tabacum|
3 20 ++
4 Marhul’a 10,2 -
5 Ribezla 8,2 -
6 Ceresiia 42 +
7 Malina 12,0 +
8 Jahoda 54 +
9 Jablko 4,6 -

+,++,+++ produkty PCR s r6znou intenzitou
- nedetegovan¢ produkty PCR

Produkty PCR slabej intenzity boli detegované po amplifikacii v behoch 6,7 a 8 (dZem ceresna,
malina a jahoda ). DNA bola degradovana, v malom mnozstve, pripadne obsahovala inhibitory PCR.
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7.4.3.2 Primery pre 263 bp

Boli pripravené homogenaty z dzemu z Ciernych ribezli (vzorky so zrnieCkami a bez zrniecok ) a roznych
druhov ovocia podl'a postupu 6.5.1 s vynimkou v bode 2 (pre Cierne ribezle ), kde sa pridali 2ulL
merkaptoethanolu. Homogenaty boli precistené chloroform-oktanolom podl'a kapitoly 6.5.2. Pri izolacii
DNA sa postupovalo podl'a kapitoly 6.6. Boli pouzit¢ PCR zmesi podla tabulky 4c¢) s priméry
18S_234_for a 18S_496 rev . Bol pouzity PCR program Its - 1 podla tabulky 5 b) na thermocykléri MJ
Research. Vysledky st uvedené na obrazku 16.

Obrizok 16 : Agardzova gélova elektroforéza produktov PCR (263 bp). Amplifikovana bola DNA
izolovana z : a) dZemu z Ciernych ribezli, b) dZemu z réznych druhov ovocia.

e 3 4 5 6°7 8 9 1011 1213 14 15 16 171819

1500 bp
1000bp

produkty PCR
300bp
100 bp

BEH DNA - DZem Cierne ribezle = Mnozstvo DNA (ng) / PCR zmes Detekcia

1 | Rebricek

2 | Pozitivna kontrola — list rybizu 6,0 ++
3 | Negativna kontrola - -

4 71 4.4 ++
5 72 1,9 ++
6 73 1,9 -

7 74 7,3 -

8 BZ1 1,3 ++
9 BZ2 1,7 +
10 BZ3 0,8 -

11 BZ 4 2.4 -

BEH DNA - DZemy Mnozstvo DNA (ng) / PCR zmes Detekcia

12 | Rebricek
13 | Negativna kontrola

14 | Pozitivna kontrola — B.oleracea 62,5 +++
15 Marhula 10,20 +++
16 Ceresiia 4,20 ++
17 Jahoda 5,40 -
18 Malina 12,00 -
19 Jablko 4,60 -
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+,++,+++ produkty PCR s ro6znou intenzitou
- nedetegované produkty PCR
7~ dZem so zrnieCkami, BZ —dzem bez zrnieCok

Produkty PCR (obrazok 16 b ) boli detegované po amplifikacii v behoch 15 a 16 (DNA izolovana
z dzemov - marhul’a a Ceresna ). DNA bola degradovana, v malom mnozZstve a obsahovala inhibitory
PCR. DNA sa v porovnani s priméry na 700 bp (obrazok 15) amplifikovala lepsie.

7.4.3.3 Primery na 220 bp

Vzhl'adom k moZnej pritomnosti inhibitorov PCR boli testovan¢ rdzne sposoby pripravy (precistovania)
homogenatov pouzitych pre izolaciu DNA.

Boli pripravené homogenaty dzemov podla kapitoly 6.5.1, v pripade precistenia chloroform-
oktanolom podrla kapitoly 6.5.2, v pripade prezrazania isopropanolu podl'a kapitoly 6.5.3. Pri izolacii
DNA sa postupovalo podl'a separacnej zmesi zkapitoly 6.6. Amplifikovana bola DNA z homogenatov
po precisteni chloroform-oktanolom, po naslednom precisteni isopropanolom, riedena a neriedena. Tiez
bola pripravena separa¢na zmes, ktora neobsahovala magnetické gulicky. PCR zmes bola namie$ana
podl'a kapitoly 6.8.1 a tabul’ky 4 a) s priméry 26S_for a 26S_rev. PCR program bol pouzity 220R040
podl’a kapitoly 6.8.2 a tabul'ky 5 a). Bol pouzity termocyklér - DNA Engine, Peltier Thermal Cycler.
Vysledky st uvedené na obrazku 17.

Obrizok 17: Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov (220 bp). Amplifikovana bola DNA izolovand
z malinového, marhulového a jahodového dzemu. Do PCR zmesi sa pridavalo 2 nL. DNA.

produkty PCR
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L . . Mnozstvo Detekcia
. Chloroform- Magnetické | Riedenie
Behl DNA - DzZem ktanol Isopropanol Lasti 10 DNA (ng)/ produktu
oktano Castice X PCR zmes PCR
1 rebri¢ek
) negativna 0 )
kontrola
Pozitivna
3 kontrola 20 4+
N.tabacum
4 Malina + + - + 2,96 +
5 Marhula + - + + 2,84 +
6 Jahoda 1 - - + - 1,40 +
7 2 + - + - 3,20 +
8 3 - - + + 0,40 +

+,++,+++ produkty PC s r6znou intenzitou
- nedetegované produkty PCR

Boli detegované produkty PCR vel'mi slabej intenzity. DNA precistena prezrazanim isopropanolom
(bez separacie magnetickymi Casticami) sa tiez amplifikovala.

7.4.3.4 Zhrnutie amplifikacie DNA izolovanej z analyzovanych vzoriek DNA

Detekecia produktov PCR detegovanych po amplifikacii DNA izolovanej z listov, plodov a dzemov zo
6 druhov ovocia s r6znymi priméry. Zhrnutie vysledkov je uvedené v tabulke 14.

Tabul’ka 14: Sithrn amplifikdacie DNA — detekcia produktov PCR.

Produkt PCR Ovocie
DNA | Velkost(bp) | MarhuPa | Malina | Jablko | Cerefiia | Ribezle | Jahoda
List 700 + + + + +
Plod 700 + +
DZzem 700 + + +
263 + + +
220 + + +

DNA v kvalite vhodnej pre PCR bola izolovana z listov, plodov a dzemov marhule a jahody. Dale;

z listov a dzemov u ribezli a Ceresne; z listov u jablka; z dzemov u maliny.
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8. DISKUSIA

Diplomova praca bola zamerana na testovanie mikrometod izolacie DNA rastlinného pdvodu
v technologicky spracovanych potravinach ako su dzemy ale aj rastlinnych materialoch ako su listy
aplody. Hlavnou problematikou bola izolacia DNA z vybranych potravinovych produktov
mikrometodou zaloZenou na magnetickych cCasticiach.

Ciel'om bolo izolovat” DNA v kvalite pre PCR. Boli optimalizovan¢ podmienky amplifikacie DNA,
zvlast bol sledovany vliv dizky amplikonu na jeho preukazanie gélovou elektroforézou na agaroze.

8.1 Priprava homogenatov

Rastlinné pletiva maji pevnejsiu bunkovi stenu ako Zivocisne pletiva a tak sa z nich DNA izoluje tazsie.
Pred samotnou izolaciou je potrebné si pripravit” homogenaty v dostatocnej kvalite [5].

Homogenacia spociva v rozruSeni bunkovej steny a naslednej lyze buniek. Homogenizoval
sarastlinny material s pridavkom lyzaéného roztoku s CTAB s 2,5M NaCl a 1 uL
merkaptoethanolu (0,2 %) (na zaklade optimalizacie zlozenia CTAB v DP Terezy Surej, 2018) [59].

Metoda je zalozend na schopnosti CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) vytvarat komplex
s nukleovymi kyselinami, ktory je pri vysokej koncentracii soli rozpustny a zaroveni podsobi ako
detergent, ktory uvolnuje DNA z membran a proteinov [3,4]. Na zaklade rozpustnosti CTAB
vporovnani s DNA je mozné oddelit a ziskat dostatocne dcistu rastlinni DNA. Pridavok
merkaptoethanolu pomaha redukovat’ vo vyssej miere obsah proteinov. Koncentracia NaCl sa meni
v zavislosti od druhu zdroja rastlin [24].

Prvy krok homogenizacie prebichal pomocou plastového kopistu vo vymrazenom blocku
a postupovalo sa podl'a kapitoly 6.5.1. Homogenaty s DNA boli precistené od detergentov a ostatnych
zloziek lyza¢ného roztoku, proteinov , soli a d’alSich necistot chloroform-oktanolom v pomere 24:1,
isopropanolom a ethanolom [5].

Merkaptoethanolu sa v procese homogenacie pridavalo po 1 pL, avSak pri novych homogenatoch
zdzemu z ciemych ribezli sa pouzili 2 pl, o mohlo pozitivne ovplyvnit mnozstvo a Eistotu
vyizolovanej DNA [26].

Pri homogenizacii boli zaznamenané rozdiely aj pri spracovani ¢erstvych vzoriek listov a vzoriek
listov Cienych ribezli a zmrazenych vzorieck. DNA vyizolovana z cerstvych listov sa nedostatocne
amplifikovala v PCR a produkt PCR nebol detegovany na g€li (vid” obrazok 12, beh 8 ) narozdiel
od DNA vyizolovanej z mrazenych listov, kde amplifikacia prebehla a amplikony boli detegované
vo vsetkych behoch (vid’ obrazok 13, behy 5-8). D6vodom méze byt ten, Ze vzorka sa lepSie spracovava
a homogenizuje , ked’ je zmrazena [3, 19, 20].

8.2 Izolacia DNA z homogenatov magnetickymi ¢asticami P(HEMA-co-GMA)

Pri analyze DNA metédami molekulamnej biologie je nevyhnutné izolovat Cisti relativne
nedegradovanu DNA v kvalite a kvantite vhodnej pre PCR. V sucasnosti existuje mnoho metodik
pre izolaciu DNA, ktoré sa neustale optimalizuji aby dosiahli ¢o najvysSiu ucinnost’ [23]. DNA
z rastlinnych pletiv sa izoluje tazsie v porovnani so zivo¢iSnymi tkanivami, kvoli ich pevnej bunkovej
stene. Pri ovocnych vyrobkoch ako napr. u dzemov musime brat’ do Gvahy aj fakt, Ze DNA sa tepelnym
spracovanym degraduje. MnozZstvo izolovanej DNA sa lii v zavislosti na zdroji DNA (listy, plody,
dZemy) i na druhu rastliny [3].
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V diplomovej praci bola DNA zhomogenatov izolovana pomocou mikrometddy s vyuzitim
magnetickych castic PHEMA-co-GMA) [37], z toho dovodu, Ze umoziuje izolovat’ relativne Cistu
DNA amplifikovatelnu v PCR. Bolo to preukazané pri izolacii DNA z r6znych typov komplexnych
vzoriek obsahujicich inhibitory PCR [35] . K vézbe nukleovych kyslin na nosi¢ s karboxylovymi
skupinami dochadza v prostredi s vysokou koncentraciou NaCl a polyethylénglykolu (PEG 6000).
Magnetické Castice sa separovali pomocou magnetického separatora zo separacnej zmesi, ktora
sa namieSala na zaklade optimalizacie zlozenia CTAB v DP Terezy Surej, 2018 [59].

DNA sa izolovala aj bez pomoci magnetickych castic z homogenatov malinového dzemu
s pridavkom a bez pridavku chloroform-oktanolu a isopropanolu av§ak zaznamenané vysledky ukazuji
vysSiu efektivitu PCR pri pouziti magnetickych castic. Dolezitu rolu zohravalo aj predistenie
vyizolovanej DNA organickymi rozpustadlami — chloroformom-oktanol a isopropanol [5].

8.3 Spektrofotometrické stanovenie DNA

Pre zistenie koncentracie a Cistoty izolovanej DNA boli pomocou NanoDropu 2000 spektrofotometricky
zmerané absorbancie v rozpiti vlnovych dizok 230-320 nm. Pomer absorbancii A260/A280
sa pre Cistotu DNA pohybuje medzi 1,8-2,0. Pokial’ je pomer absorbancii niz§i ako 1,8, DNA je
pravdepodobne znecistena proteinmi, pripadne d’al’'Simi latkami. Ak je pomer absorbancii vyssi nez 2,0
jedna sa o znegistenic RNA.. Dalsim ukazovatel'om Gistoty DNA je pomer absorbancii A260/A230, ktora
by mala byt vacsia ako 1. Niz§i pomer signalizuje znecistenic DNA najmé polyfenolmi [60].

Pomery hodn6t absorbancii Azsoa2so nm izolovanej DNA zo vzoriek listov boli namerané v rozsahu
1,33 az 1,57 u listov; 1,41 az 1,85 u plodov; 1,42 az 1,67 u dzemov. Hodnoty pomerov absorbancii
Ase/azzo nm sa pohybovali v rozmedzi od 0,46 az 1,16 u listov; u plodov 0,43 az 1,08; u dzemov 0,35
az 0,66. Namerané pomery absorbancii sa od ocakavanych pomerov hodndt absorbancii pri vinovej
dizke Aasoazs0 nm a Asgorazzo nm znaéne odliduju, ¢o naznaduje pritomnost’ proteinov, polyfenolov
a d’alsich latok. Jednoduchym postupom, ktory umoziuje znizit mnozstvo neziaducich latok
koextrahovanych s DNA, je DNA vyriedit [30].

Dovodom preco sa z marhule izolovala DNA v najvac¢Som mnozstve moze byt fakt, Ze je to duZinaté
ovocie, ktor¢ sa od bobul'ového lisi rozdielnym zloZenim latok. Odlisné charakteristiky ako su tuha
polysacharidova bunkova stena , pigmenty alebo sekundarne metabolity vyzaduju pri izolacii zvlastnu
pozornost. Bobul'ové ovocie ako s Cierne ribezle alebo maliny su bohaté na antioxidacné latky , ktoré
mozu inhibovat’ PCR [12].

8.4 Amplifikacia DNA v PCR a detekcia produktov

Na amplifikaciu DNA vyizolovanej z rastlin, ovocia a ovocnych vyrobkov bola vyuzita metéda PCR
(polymerazova ret'azova reakcia). Princip tejto metody spociva v namnozeni Specifickych usekov DNA.
Useky DNA, ktoré chceme amplifikovat st $pecificky oznadené oligonukleotidmi — primérmy. [41].

Boli pouzité priméry 18S_for a 5,8S_rev (velkost” amplikdénu 700bp) , 18S_234_for a 18S_496_rev
(velkost” amplikonu 263bp) a 26S for a 26S_rev (velkost” amplikonu 220bp) . Boli popisané Dr.
Kovarikom [55,56,58]. Priméry 26S_for a 26S_rev pouzil aj Trojanek vo svojej diplomovej praci, ktora
sa venovala izolacii DNA zo zeleniny [57].

DNA izolovana zlistov sa amplifikovala [3] pri pouziti primérov 18S_for a 5,8S_rev. Boli
detegované amplikony po amplifikacii DNA izolovanej z listov marhule, jablka, ¢eresne a jahody
na rozdiel od maliny a ¢iermnych ribezli, ¢o mohlo suvisiet’ aj so spdsobom spracovania a skladovania
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vzoriek [19, 20]. Totiz pri d’alSom experimente boli na géli vizualizované amplikény DNA izolovane]
z mrazenych listov Ciernych ribezli. Boli pouzité priméry 18S_234_for a 18S_496_rev [58].

U dzemov bola amplifikacia narocnejsia, nakol’ko DNA v ovocnych vyrobkoch je uz z vaésej Casti
zdegradovana. Mozeme tu sledovat’, ze vplyv dizky amplikonu ma vplyv na amplifikaciu a detekciu
produktov PCR. Pri pouziti primerov 18S for a 5.8S rev (velkost’ produktu PCR 700bp) [55]
amplifikacia bud’ vobec neprebehla alebo prebehla ale detegované amplikony boli slabej intenzity (DNA
z dzemov Ceresne, maliny a jahody). Naopak pri pouziti primérov 18S_234_fora 18S_496_rev [58] boli
detegované amplikony po amplifikacii DNA izolovanej z dZzemov maliny a jahody. Vyznamni rolu
vedl'a mnozstva a kvality DNA zohrava aj program amplifikacie, thermocyklér a DNA polymeraza.
Najviac sa osvedcil program Its-1 a DNA polymeraza Fast Taq. Z hl'adiska celkového mnozstva
vyizolovanej DNA z druhov ovocia boli hodnoty koncentracii najvyssie u marhule, ¢o dokazujia aj PCR
produkty po amplifikacii DNA izolovanej z listov, z plodov a domaceho dZemu. Mikrometddy je treba
optimalizovat’ pre jednotlivé typy vzoriek.

8.4.1 Porovnanie sekvencii 18S rDNA Nicotiana tabacum (tabak) a Rubus ideaus
(Ostruzina malinova / Malinik obecny)

Porovnavala sa sekvencia 18S rRNA génu Nicotiana tabacum (riadok rDNA_primers_nikola) podla
ktorej boli navrhnuté¢ priméry 18S_for a 18S_rev so sekvenciou Rubus ideaus (Ostruzina malinova /
Malinik obecny) z databazy GenBank. Na obrazku 18 je vidiet, Ze sekvencie oboch druhov su
vSeobecne vel'mi podobné a lisia sa iba v niekol’kych bodovych mutaciach. Tieto polymorfné pozicie su
znazomené kratkymi stipéekami v riadku “Conservation® avriadku “Sequence logo™ potom
alternativnymi pismenami skratiek nukleotidovych bazi (ACTG). Vel'ké pismena v obrazku znamenaju
100% zhodu. Pozicie primérov su vyznacené tlstymi Sipkami medzi sekvenciami. Je zrejmé, sekvencia
v mieste 18S for priméru obsahuje 3 bodové zameny, avSak tato divergencia nijako neovplyviiuje
nasadnutie priméru na sekvenciu 18S rDNA maliny v PCR reakcii. Parové priradenie bolo vytvorené
programom CLCgenomics workbench (Qiagen, Nemecko). Sekvenéné polymorfizmy by mohli byt
vyuzit¢ pre identifikaciu povodu potravinarskych produktov rastlinného pévodu. Tento pristup vSak
vyzaduje klonovanie a sekvenovame PCR produktov

RubusDQ886380 GIIIIIIGGI | L L] [€ [ IIIG-GII cEETTCcETCH IIIIIGIIII BTHcENcCEY RcENEECEET 177
ONA_primers_nikola GHTEEENGCE HcEEcEGGGE FTENCEEECTE CETGHEGEATCE TTNETCETEN ETEcEEcCET HcEEEG

Conservation

LIAAT A ',\A‘AA..A -,\-,,\P,\ ™ AA ANTAL T AITI \A-C"A“\-CC’A .CA
AAGGT LeALLLOGOL TUIGULUGTT bhasebAll VAIUATAR VIVUAVOUA

o 3
Rubus0Qsss3s0 MMCHCEECCE CENCENTEEY YENNNTAYET CEERYNTENE EYTTECEYCC NNGCHTNCEC CHNTNEENEG 217
1ONA_primers_nikola [TBCECEBCCE CENCEETEEY TREEETTINTY CEENTETEES BrrrEcETcc TECCETECEC CEETEEERTG 350
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Obrarok 18: Sekvencie 18S rDNA Nlcotlana tabacum a Rubus ideaus.
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ZAVER

Testovanou mikrometddou bola izolovana DNA z listov, plodov a dzemov zo 6 druhov ovocia.
Najviac DNA bolo izolovanej z listov. Bolo preukdzané, ze DNA izolovana zo vSetkych listov sa
amplifikovala v PCR s priméry 18S_fora 5,8S rev (700 bp amplikon) s vynimkou listov maliny. DNA
izolovana z plodov marhule a jahody sa amplifikovala v PCR narozdiel od plodov maliny, ceresne,
jablka a ciernych ribezli. DNA izolovana z dzemov sa amplifikovala v roznej kvalite a intenzite
s primérmy 18S_for a 5,8S_rev (700 bp amplikon), 26S for a 26S rev (220 bp amplikon) a
18S_234 _for a 18S_496 rev (236 bp amplikon) az na vynimku dZemu zjablka. Testovanu
mikrometodu je treba d’alej optimalizovat pre jednotlivé typy vzorkov.

Vysledky tejto diplomovej prace zameranej na testovanie mikrometédy mézu pomdct’ pri izolaciach
DNA pouzitim magnetickych Gastic z rastlinného materialu alebo prispiet’ k sledovaniu vplyvu dizky
amplikonu na jeho preukazanie na agardzovom géli pre SirSie spektrum rastlinného materialu a dzemov.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

BAC
bp
cDNA
CTAB
DMSO
DNA
dNTP
DTT
EDTA
EFSA
FDA
GMA
HEMA
ITS
NaCl
PCR
PEG
rDNA
rRNA
SDS
P(HEMA-co-GMA)
PVP/PVPP
TBE
TE

BioActive Compounds (Bioaktivne zlu¢eniny)
par bazi (base pair)

complementary DNA (komplementarna DNA)
cetyl triethylamonium bromid
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleotidtrifosfat

dithiothreitol

etyléndiamintetraoctova kyselina

European Food Safety Authority (Europsky urad pre bezpecnost’ potravin)
Food and Drug Administration
glycidylmethakrylat

hydroxyethylmethakrylat

internally transcribed spacer

chlorid sodny

polymerazova retazova reakcia
polyethylénglykol

ribozomalna DNA

ribozomalna ribonukleova kyselina

laurylsiran sodny

magnetické Castice poly(2-hydroxyethylmethakrylat-co-glycidylmethakrylat)
polyvinylpyrolidon / polyvinylpolypyrolidon
Tris-borat-EDTA

Tris-EDTA
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