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ABSTRAKT

Diplomova prace byla zaméfena na optimalizaci mikrometody izolace DNA v kvalit¢ vhodné
pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR) pomoci magnetickych mikro¢astic z potravin
rostlinného puvodu. Pro analyzu byla vybrana Cervena fepa (Cerstva, mrazena, suSena,
sterilovand) a potravinové vyrobky obsahujici Cervenou fepu. Byly porovnavany
a optimalizovany rizné zpisoby zpracovani homogenati. Homogenaty byly pfipraveny
v lyzacnim pufru s cetyltrimethylamonium bromidem (CTAB) s rdznym mnozstvim NaCl
bez a s pifidavkem organického extrakéniho cinidla chloroform- oktanolu a isopropanolu.
Mikroizolace DNA byla provedena pomoci magnetickych ¢astic P(GMA). Byla testovana
koncentrace NaCl a polyethylenglykolu (PEG) 6000 v separa¢nich smésich. Byl porovnavan
vliv na vytézek a Cistotu izolované DNA a navrzen optimalni pomér mnozstvi NaCl v CTAB
pufru a koncentrace PEG 6000 v separac¢ni smési. Optimalni separacni smes pro izolaci DNA
z cCervené fepy byla aplikovana na potravinové vyrobky obsahujici Cervenou fepu.
Amplifikovatelnost DNA byla testovana v konvenéni PCR, kde byly pouzity specifické
primery pro rostlinnou DNA. Produkty PCR o velikosti asi 700 bp byly detegovany pomoci
agarozove gelové elektroforézy.

ABSTRACT

The thesis were focused on the optimalization of micromethod for isolation of DNA in quality
for polymerase chain reaction (PCR) using magnetic microparticles from plant food products.
There were chosen a red beetroot (fresh, frozen, dried and sterilized) for the analysis and food
products containing red beetroot. Different approaches of processing of homogenates were
compared and optimized. The homogenates were prepared in lysis buffer
with cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) with different amounts of NaCl with or
without addition of organic extraction agents chloroform-octanol and isopropanol. Micro-
isolation of DNA was performed using magnetic particles P(GMA). The concentration
of NaCl and polyethylene glycol (PEG) 6000 in separation mixtures was tested. The influence
on quantity and purity of isolated DNA was compared and the optimum amounts of NaCl
in CTAB buffer and optimal concentration of PEG 6000 in separation mixtures were
compared. The optimized separation mixture for the DNA isolation from red beetroot was
applied to food products containing red beetroot. Amplifiability of DNA was tested
in conventional PCR using specific primers for plant DNA. PCR products of length 700 bp
were detected by agarose gel electrophoresis.
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potraviny
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UvVOoD

V poslednich letech se autenticita potravinarskych vyrobka stala zasadni otazkou, nebot byly
odhaleny cast&jsi ptipady falSovani potravin. Potraviny mohou byt ndhodné nebo umysiné
kontaminovany chemickymi ¢i fyzikalnimi latkami, které by nemély byt pfitomny z pravnich
nebo jinych divodd. Zneuziti potravinovych vyrobkd pro ekonomicky zisk nahrazenim
levngjSimi surovinami ¢i chemickymi latkami by mohlo pfedstavovat vazné ohrozeni zdravi
spotiebiteld. Byly zaznamenany pfipady falSovani kofeni barvivem nebo piitomnost
nezakonnych antibiotik v medu. Znama je také kauza irské veprové krize, kdy bylo stazeno
vepiové maso z obéhu v dusledku kontaminace dioxinem. Také falSovani olivového oleje
olejem z liskovych ofechd zptisobuje ekonomickou ztratu nékolika milioni eur ro¢né. [1]
Nejcastéji jsou falSovany drahé a luxusni potraviny (lihoviny, vino, kofeni) nebo potraviny,
které jsou prodavany ve velkych objemech (masné a mlécné vyrobky, tuky a oleje, ovocné
§tavy). [2] Duraz je také kladen na potvrzeni pravosti potravin, aby se zachovala kvalita
a spokojenost spotiebitelti a zamezilo se tak potravinovym podvodim.

S nartstajicimi trendy v oblasti falSovani potravin je zapotiebi rychlych, spolehlivych
a kompetentnich analytickych metod k feSeni problémua autentizace a zajiSténi kvality
produktt. Pro odhaleni falSovani a detekci pravosti v potravinach a zemédélskych komoditach
se pouziva fada fyzikalnich a chemickych metod. [1] Jednim ze zptsobt detekce jsou metody
zalozené na analyze DNA, které se vyuzivaji k rozliSeni druhd nebo detekci geneticky
modifikovanych organismi v potravinach. Molekularné diagnostické metody patii mezi
moderni techniky, které se v poslednich letech t&si velké popularité predevs§im diky své
rychlé, citlivé a specifické analyze. Mezi nejznaméj§i metody detekce se radi polymerazova
retézova reakce (PCR), zalozena na amplifikaci specifické sekvence DNA.

Dulezitym krokem pred amplifikaci je izolace DNA v kvalité vhodné pro PCR. Izolace
rostlinné DNA je komplikovana zejména kvuli obsahu celé fady metabolitd, jako jsou
polysacharidy, polyfenoly nebo proteiny. Tyto latky mohou inhibovat v PCR a nepfiznivé tak
ovlivnit vysledek reakce. Proto je nezbytné snizit jejich mnozstvi na minimum a pfipravit
optimalni postup pro izolaci rostlinné DNA.



I. TEORETICKA CAST
1 AUTENTICITA POTRAVIN

Potraviny lze oznacit za autentické pouze tehdy, jsou-li vyrobeny podle stanovenych postupt,
a kdyz vSechny kroky vyroby potravin a dodavatelského fetézce piesné respektuji dana
kritéria. Na molekularni Grovni to znamena, ze vyrobek ma chemické slozeni, které je
pro danou potravinu odpovidajici. [3]

S falSovanim potravin se setkdvame jiz od dob, kdy zacaly byt vyrabény za ucelem
prodeje. NejcCastéji Slo o nahrazovani drahych surovin levn&§imi. [2] Dnes se mimo
to oznacuje za falSovani potravin také nedodrzeni deklarovaného technologického postupu,
uvadéni vyssiho nez skutecného obsahu slozky, nespravné uvadéni geografického pavodu
nebo zpusobu produkce, zneuziti znamé znacky ¢i pritomnost nedeklarovanych slozek. [2]
Potravinovy podvod je globalni problém, ktery poskozuje povést firem, naruSuje trhy
a duvéru spotiebiteld. Za nejCastéji falSované potraviny jsou uvadény v mezinarodnich
databazich kofeni a byliny, olivovy olej, moiské plody, mlééné vyrobky, maso a jiné oleje
a tuky. [5]

Nahodna ¢i zamérna substituce cennych slozek potravin jinymi slozkami s niz§i hodnotou
muze vést ke zdravotnim komplikacim nebo alergiim. S dirazem na ochranu spotiebitele
souvisi vyvoj vhodnych a robustnich analytickych metod pro rutinni hodnoceni pravosti.
Zejména identifikace druht se stala hlavnim problémem pii ovéfovani potravin. Identifikaci
druht Ize provést stanovenim charakteristickych malych molekul, pomoci testi zaloZenych
na bilkovinach (imunochemické metody) nebo pomoci testi zalozenych na DNA. [4]

1.1 Metody detekce falSovani

Postupy detekce falSovani zahrnuji dva pfistupy, které se v principu prolinaji. Vychazeji
ze skuteCnosti, ze autenticky produkt obsahuje charakteristické latky v urCitém mnozstvi
odpovidajicimu pouzitym surovinam a technologiim. Prvni pfistup zahrnuje ovéfeni hypotézy
o urcitém konkrétnim zpasobu falSovani, které je potvrzovano analyzou konkrétnich markert
a souvisi s predpokladanym postupem falSovani. Druhy pfistup obsahuje analyzu vice slozek
obvykle vétsiho souboru vzorkl potravin. Ziskané vysledky jsou analyzovany statistickymi
metodami, nejCastéji metodou analyzy hlavnich komponent nebo shlukovou analyzou. [2]

Vyvoj metod hodnoceni autenticity potravin a detekce falSovani je stale se rozvijejici
proces. Objevuji se nové moznosti zejména instrumentalnich postupt a soucasné analyzy tak
mohou probihat rychleji, levnéji a s vyssi citlivosti. Jedna se vsak o trvaly souboj s velmi
kompetentni protistranou nepoctivych vyrobct. Tito vyrobei velmi rychle po zavedeni
postupt odhalujici ur€ity zpusob falSovani, tento postup falSovani zdokonali, aby nebyl
stavajici metodou zjistitelny. [2]

1.1.1 Metody zaloZené na analyze DNA

Metody zalozené na analyze DNA vyuzivaji jedineCnosti ve struktufe DNA pro autentizaci
potravin. Vyuziva se detekce jednonukleotidového polymorfismu, polymorfismu délky
restrikénich fragmentt, délky sekvence v PCR, véetné pouziti PCR v realném case. [2, 6]
Vyhodou téch metod je fakt, ze DNA je pfitomna ve vSech burikdch organismu a tim se
usnadriuje odbér vzorkii. DNA je extrahovana z vybrané potraviny a cilovy fragment DNA je
amplifikovan pomoci metody PCR. Amplikony, které jsou amplifikovany, jsou nasledné



analyzovany napf. agar6zovou gelovou elektroforézou, sekvencovanim nebo pomoci HRM
analyzy. [2,7, 8, 9]

Tyto metody se pouzivaji napt. k detekci druhG brambor, detekci ,exotickych® druht
masa, rozliSeni pstruha moiského a lososa, identifikaci masa lososa nebo tunaka
v konzervach, identifikaci basmati ryze ve smeésich ryze, detekci pSenice seté v téstovinach
nebo k identifikaci pouzitych druhti ovoce. [2]

1.1.2 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou standardné pouzivany k autentizaci potravin. NejCastéji
pouzivané metody jsou plynovad chromatografie shmotnostni spektrometrii (GC-MS)
a kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) pro analyzu konkrétnich
markeri pii priikkazech predpokladaného zplsobu falSovani. Zejména s vyuzitim GC jsou
pouzivany ,fingerprint® metody nebo analyzy profild té€kavych latek, profili mastnych
kyselin, sterolt, vysokoteplotni GC triacylglycerola, HPLC profily sacharidi, RP-HPLC
profily extraktt syru atd. [2]

1.1.3 Spektroskopické analyzy

Dal§imi metodami k analyze potravin vCetné autentizace a detekce falSovani jsou tradicné
vyuzivany techniky infradervené spektroskopie (IC). Z oblasti spekter vyplyvaji informace
o chemickych vazbach a o typech molekul v potraving. IC spektrometrie je piikladem
chemometrickych postupt, kdy jsou analyzované vzorky porovnavany s databazi. Z dalSich
spektroskopickych  technik je popsano napf. pouziti Ramanovy spektroskopie
a chemometrické analyzy pro detekci riznych hladin falSovani olivového oleje liskovym
olejem. [2]

1.1.4 Analyza stabilnich izotopu

Zakladni prvky se v zivych materialech nachazeji ve dvou hlavnich stabilnich izotopech
a analyza pomérd izotopa (“H/'H, *C/™C, "N/"N, '*0/'°0) je vyuZivana pii hodnoceni
autenticity potravin. Je analyzovan pomeér stabilnich izotopt uhliku, pomér je zavisly na typu
metabolického procesu a zptsobu vyuzivani vzdusného oxidu uhlicitého. [2]

Diky rozvoji instrumentalnich metod jako hmotnostni spektrometrie izotopovych pomért
a mistn€ specificka frakcionace pfirozenych izotopti byla umoznéna aplikace téchto metod
zejména pii autentizaci vin, prokazovani fedéni vin vodou [11] nebo pfidavkt hydrolyzati
kukufi¢ného Skrobu do medu. Dale je mozné napiiklad rozliSeni kvasného a syntetického
octa, kvasného a syntetického lihu nebo urceni geografického piivodu riznych rostlin a jejich
produktt. [12]
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2 PRIRODNI BARVIVA V POTRAVINACH

Potraviny, zejména ovoce a zelenina, obsahuji pfirodni barviva z prevazné Ctyf skupin
pigmentd. Jsou to zelené chlorofyly, Zlutooranzové Cervené karotenoidy, purpurové
antokyany a Cerveny betanin. Tyto slouCeniny si v poslednich letech ziskaly znacnou
pozornost nejen jako prirodni barviva, ale pfedevsim diky svym zdravi prospé€$nym ucinkam.
Pouziti pfirodnich barviv je soucasny trend zejména kvuli neduvére spotiebiteld ohledné
bezpecnosti umelych potravinovych barviv. Pfitomnost pfirodnich barviv v potravinach v§ak
vyzaduje vice pozornosti. Jsou obvykle méné stabilni, drazsi, nejsou tak snadno pouzitelné
jako umela barviva, potfebuji vice materialu k dosazeni ekvivalentni barvy a maji omezeny
rozsah odstint. [13]

2.1 Pribarvovani potravin

Pribarvovani se v potravinaistvi vyuziva k vylepSeni schopnosti potravin zachovat si kvalitu
a stalost, ptipadné k zlepSeni organoleptickych vlastnosti. Barviva potravinam dodavaji jejich
pfirozenou barvu, kterou ztratily pii zpracovani. Pfedev§im u potravin zpracovanych pomoci
hydrotermické operace dochazi ke znacnym zménam barvy. Pribarvovanim muzeme zajistit
estetické vylepSeni vyrobku, aby co nejvérohodnéji piipominal zpracovanou surovinu
v Cerstvém stavu. Pfi zpracovani ruznych odrad a surovin v rozdilném stavu zralosti lze
rovnéz dosahnout jejich pribarvenim lepsi barvy a ziskat tim atraktivni vzhled potraviny.
Existuji okolnosti, kdy se pfibarvenim odstrani rozdily vyvolané sezonnimi vykyvy, napf.
u masla. Pribarvovani potravin je legislativné€ upraveno a barviva nelze pridavat v ptipade, ze
se jedna o zastirani zjevné vady kvality, hygienické zavady nebo piipadné nezadouci postupy
a techniky. Taktéz se barviva nesmi pouzivat u nezpracovanych produkti, napt. mléka, masa,
medu apod. [22, 13] V pfipad€ vyrobka z Cerveného a modrého ovoce jsou povolena barviva
a barvici potraviny uvedené v Tabulce 1.

Tabulka 1: Barviva a barvici potraviny ve vyrobcich z cerveného a modrého ovoce. [22]

Barviva Dals$i moznosti

Druh vyrobku Povolena piidana barviva pouzitelna v .,
i pribarvovani

S omezenim
100% ovocné stavy zadna zadna neuvedeno
Extra dzemy a rosoly | zadna zadna <V:e’1"vene ovoene

stavy
Détska vyziva zadna zadna neuvedeno
karoteny (E 160a), paprikovy E 120, E 122,

DZemy, pomazanky, extrakt (E 160c), betanin (E 162), E124aE 129 cervené ovocné
zmrzliny, ochucené anthokyany (E 163), kosenila maji uréeny Stavy, §tava z
napoje (E 120), azorubin (E 122), ponceau | maximalni cervené fepy

4R (E 124), allura red AC (E 129) stanoveny limit

2.2 Cervena repa

Cervena fepa (Beta vulgaris rubra) je kofenova zelenina z &eledi Chenopodiaceae, ktera
se bézné konzumuje v tradicni zapadni kuchyni a ma dlouhou historii pouziti v lidové
medicingé. Tato zelenina predstavuje rychle obnovitelny a levny zdroj zivin. Moderni
farmakologie ukazuje, ze Cervena fepa obsahuje sekundarni metabolity, tzv. betalainy. Tyto
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metabolity obsahuji dva hlavni pigmenty, konkrétné cerveny betacyanin (obsahujici
pfedev§im betanin) a zluty betaxantin (s hlavni slozkou vulgaxanthin I). Vyuziti nasly
predevs§im jako pfirodni barviva v potravinaiském primyslu. Vykazuji také ucinnou
antioxidacni, protizanétlivou a protinadorovou aktivitu. Z tohoto hlediska muze byt Cervena
fepa povazovana za funkéni potravinu. [31] Repa je vyznamnym zdrojem dusinant a proto je
pfirozenym prostfedkem pro zvySeni oxidu dusnatého v téle. Pravidelny pfijem fepy se ukéazal
jako mozna strategie pfi prevenci a odhalovani chorob spojenych se snizenou biologickou
dostupnosti oxidu dusnatého, zejména zvySeného krevniho tlaku a endotelovych disfunkci.
[33]

2.2.1 Chemické slozeni

Nejvétsi podil slozek v bulvé &ervené fepy zaujima voda. Repa dale obsahuje sacharidy,
bilkoviny, vldkninu, mineralni latky a vitaminy. Mezi nejvice zastoupené mineralni latky
méZeme zafadit draslik 2 410 mg/kg, sodik 860 mg/kg a fosfor 450 mg/kg. Cervena fepa
se povazuje také za dobry zdroj manganu 7,0 mg/kg, zeleza 8,9 mg/kg a jodu 0,066 mg/kg.
Vysoky podil Zeleza pozitivné ovliviiyje produkci Cervenych krvinek a s tim spojené
okyslicovani tkani. Nejvétsi obsah vitamind v Cervené fep€ zaujima vitamin C 114 mg/kg,
dale jsou to vitaminy Bg 2,24 mg/kg, B, 0,50 mg/kg a Bg 1,5 mg/kg, které jsou znamy svymi
preventivnimi ochrannymi ucinky. [31, 14, 15, 16, 17, 18]

Repa je bohatym zdrojem fytochemickych slougenin (Obrazek 1), ktery zahrnuje kyselinu
askorbovou, karotenoidy, fenolové kyseliny a flavonoidy. Cervena fepa je také jednou z mala
zelenin, ktera obsahuje skupinu vysoce bioaktivnich pigmenti znamych jako betalainy. Tyto
pigmenty (betacyaninové a betaxantiové) zpusobuji Cerveno-fialové a Zzluto-oranzoveé
zbarveni Cervené fepy a jsou predevSim schopny pusobit jako prevence pred oxida¢nim
stresem a chronickym zanétem, artritidou a dokonce i rakovinou. [33]

Beta vulgaris

Dusicnany Fenoly Askorbovd kyselina Karotenoidy Betalaimy

Flavonoidy Fenolicke kyseliny| | Fenolicke amidy Betacyaniny Betaxantiny

Obrazek 1: SloZeni cervené repy, upraveno dle [33]
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3 IZOLACE ROSTLINNE DNA

Pfi izolaci DNA z tkani bunék nastava fada problémi zejména s pouzitim rostlin jako
vychoziho materialu. Odlisné charakteristiky rostlin, jako je pfitomnost tuhé polysacharidové
bunécné stény, pigmenty nebo sekundarni metabolity, vyzaduji pfi izolaci zvlas§tni pozornost.
[26] Polyfenoly a polysacharidy se mohou pevné vazat na nukleové kyseliny béhem izolace
DNA azasahovat do naslednych reakci. K dispozici je fada metod, které se vyvijeji pro
izolaci nukleovych kyselin z rostlin. Protoze vSak rostliny obsahuji velké mnozstvi raznych
latek, nelze pouzit jednotnou metodu izolace nukleové kyseliny vhodnou pro vsechny
rostliny. [28]

Pro izolaci rostlinné DNA se nejCastéji pouziva lyzacni pufr s cetyltrimethylamonium
bromidem (CTAB), obsahujici CTAB, NaCl, EDTA a Tris-HCI. [34] Pouziti lyza¢niho pufru
s CTAB umoziuje rychlou a spolehlivou homogenizaci rostlinné DNA obsahujici
polysacharidy a sekundarni metabolity, které snizuji vytézek DNA. Pfitomnost polysacharidu
v izolované DNA se vyznaCuje tvorbou vysoce viskdzniho roztoku, ktery muze inhibovat
enzymatickou aktivitu Taq polymerazy a restriktaz. Oxidovanou formu polyfenola kovalentné
vazanych na DNA lze rozpoznat na zékladé hnédého zbarveni. [26, 35] Pii izolaci DNA
pomoci CTAB metody bylo potvrzeno, ze pfidavek antioxidantu [-merkaptoethanolu
k lyzaCnimu pufru UspéS$né odstrafiuje polyfenoly. Pouziti vysoké koncentrace NaCl
napomaha odstranit polysacharidy. [26, 35, 36] Pouziti chloroform- oktanolu napomaha
odstranit proteiny, stejné jako presrazeni DNA isopropanolem.

3.1 Uchovavani vzorku

Diulezitym prvkem je také spravna manipulace a skladovani rostlinné tkané. Pro izolaci DNA
se rostlinny material obvykle shromazd'uje Cerstvy a pfimo se zpracovava. V pripadé potieby
delsiho uchovavani se skladuje pii teploté —18°C, —80°C nebo v kapalném dusiku.
Zmrazenim dochazi k zastaveni nukleazové aktivity, ktera DNA degraduje. Dalsi volbou jsou
vzorky ulozené ve formé lyofilizované tkané, které mohou byt skladovany po dobu nékolika
let jen s malou ztratou kvality DNA. [26]
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4 MAGNETICKE MIKROCASTICE

Poprvé byly mikrocastice pouzity kolem roku 1970 ve farmaceutickém pramyslu jako soucast
peroralné¢ podavaného léciva, avSak vétsSiho rozvoje se metoda mikroCastic dockala
az v poslednich letech. Technologie separace pomoci magnetickych castic je rychla a snadna
metoda pro citlivé a spolehlivé zachyceni specifickych proteint, genetického materialu
(DNA) a dalsich biomolekul. [32, 53]

Ve srovnani s jinymi metodami je vyhodou technik vyuzivajicich magnetismus nizké
mechanické namahani zkoumaného materialu, vyssi ucinnost, zkraceni doby analyzy, mensi
spotieba vzorku, moznost automatizace a miniaturizace metody. Diky své financ¢ni
nenaro¢nosti nasla magneticka separace uplatnéni v mnoha biologickych odvétvich, jako jsou
diagnostika, molekularni biologie, izolace a purifikace bun€k, radioimunoanalyza nebo
purifikace nukleovych kyselin. [32, 53]

4.1 Vlastnosti mikrocéastic

Vétsina soucasné pouzivanych Castic vykazuje superparamagnetické vlastnosti. Ty zptsobuji,
ze Castice mezi sebou vzajemné nereaguji v nepiitomnosti magnetického pole. Magnetizuji
sejen v silném magnetickém poli a po odstranéni pole nezachovavaji zadny zbytkovy
magnetismus. [32, 39]

Pramér Castic se pohybuje mezi 0,5 az 10 um. Pro vazbu nukleovych kyselin jsou vyhodné
materialy s velkym povrchem. Z tohoto divodu se ¢astice vyskytuji nejcastéji ve tvaru koule,
vzhledem k vétsi vazebné kapacité. [39]

4.1.1 Material magnetickych mikrocastic

Mikrocastice jsou slozeny z magnetického jadra, polymerni vrstvy a funkéniho povrchu,
viz Obrazek 2. Podstatu tvoii feromagnetické slozky, zodpovédné za interakci s vnéjSim
magnetickym polem, a slozky nemagnetické, zajiStujici pozadovanou interakci
s biomolekulami. [29, 39]

Mikrocastice mohou byt vyrabény z mnoha ruznych vychozich materialt, pfirodnich
i syntetickych. Mnohé materidly s magnetickymi vlastnostmi, napt. kobalt nebo chrom, jsou
vysoce toxické. Neni tedy pravdépodobné, ze budou pouzity jako biomedicinska cinidla
in vivo. NejCastéj§imi materidly pro pfipravu magnetickych castic jsou magnetické oxidy
Zeleza, magnetit a maghemit, a také rizné typy feritd ve formé praska nebo magnetickych
kapalin. [30, 32, 39]

Unikatni magnetické vlastnosti castic spolu sjejich velkym povrchem, umoziujicim

navazat nemalé mnozstvi ligandd, jsou podstatou jejich vyuziti coby efektivnich nosica
pro rychlou a ucinnou imobilizaci a separaci biologicky aktivnich latek. [39]
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Magnetické jadro

Polymerni vrstva /
Organické raminko /
Funk¢ni molekula (ligand)

Obrazek 2: Schéma magnetické cdstice, upraveno dle [30]
4.2 1Izolace DNA pomoci magnetickych mikrocastic

Izolace DNA je dulezitym krokem v molekularni diagnostice mikroorganismi a virg,
v genomovém profilovani, manipulaci s geny, lékafské diagnostice, v potravinafstvi atd.
Vysoka kvalita izolované DNA je nezbytna pro amplifikaci v PCR. [37]

Separace nukleové kyseliny z analyzovanych vzorkli je vzdy nedilnou soucasti
vicestupniové identifikaCni procedury. Hlavni kroky separace nukleovych kyselin jsou
znazornény na Obrazku 3. Izolace DNA zahrnuje navazani DNA na magnetické Castice
v separacni smesi a nasledné umisténi zkumavky do magnetického separatoru, kde dochazi
k proplachnuti promyvacim pufrem. Zde dochazi k Cisténi a odstranéni latek zpusobujicich
kontaminaci. DNA je poté eluovana do TE pufru a za pomoci separatoru jsou vyjmuty
magnetické Castice. [37, 38, 39]

Klasicky postup izolace genomové DNA zahrnuje fenol- chloroformovou extrakci
a srazeni DNA v ethanolu. Metoda extrakce fenol- chloroformem je vSak Casové narocna
a z divodu mnoha pfenosu se zvySuje pravdépodobnost kontaminace. [37, 38]

homogenat ethanol TE pufr ¢istda DNA
NaCl, magneticke supernatant
i 2 PEG | castice | it
‘ = =
|
> > C7 - > CY
a) b) ©) €)

Obrazek 3: Izolace nukleovych kyselin, upraveno dle [39]
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5 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Objeveni principu polymerazové fetézové reakce (PCR) mélo zasadni dopad na rozvoj
molekularné diagnostickych technik. Za objevitele principu PCR je povazovan Dr. Kary
Mullis, ktery obdrzel za tento vyznamny pocin v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii. [40]

Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymova syntéza vybranych utseki DNA
ve sméru 5'— 3" pomoci DNA polymerazy. Jedna se o pomérné rychlou a presnou metodu
zalozenou na specifickych sekvencich primert, které hybridizuji s komplementarnimi
sekvencemi DNA matrice. K syntéze DNA se pouzivaji termostabilni DNA polymerazy
odolavajici vysSim teplotam. Jednou z nich je naptf. Taq DNA polymeraza purifikovana

ee,

z anaerobni bakterie Thermus aquaticus, zijici v horkych pramenech. [41, 42, 43]
5.1 Komponenty pro PCR

Reakéni smeés pro PCR se sklada z matrice DNA, oligonukleotidovych primerd, DNA
polymerazy, deoxynukleosid trifosfatd (dNTP), Mg** iontd, pufru a vody pro PCR. Kazda
z uvedenych slozek je nedilnou soucasti reakéni smési a svymi jedineCnymi vlastnostmi
se navzajem dopliuji. [19, 41]

Matrice DNA slouzi jako ptfedloha pro nasledujici amplifikaci a maze se ji stat témér
kazdy usek DNA. Oligonukleotidové primery jsou sekvencné specifické, obsahuji 18-30
nukleotidi a 40-60 % GC pari bazi. DNA polymeraza je termostabilni polymeraza
syntetizujici nové sekvence DNA ve sméru 5'— 3’. Deoxynukleosid trifosfaty jsou zakladni
stavebni jednotky pfi syntéze novych fetézci DNA. Mg”* ionty, obsazené v pufru pro PCR,
jsou potrebné pro aktivitu DNA polymerazy a jejich koncentrace zavisi na pouzité kombinaci
primert a matrice DNA. Pufr vytvaii idealni pH prostiedi pro DNA polymerazu a PCR voda
slouzi na doplnéni smési do pozadovaného objemu. [19, 41]

Vyse uvedené slozky se smisi v Eppendorfové zkumavce a poté se umisti do termocycleru,
ktery umoziuje opakovanou amplifikaci DNA. Termocycler zvysSuje a snizuje teplotu bloku
v diskrétnich, pfesnych a pfedem naprogramovanych krocich. [45]

5.2 Amplifikaéni cyklus

V analyze PCR jsou v zavislosti na teploté reakéni smeési pravidelné stfidany tii zakladni
kroky (amplifika¢ni cyklus): denaturace, hybridizace a elongace (Obrazek 4). S kazdym
opakovanim téchto tii krokt se poCet zkopirovanych molekul DNA zdvojnasobi. Tyto kroky
probihaji ve 30-40 po sobé se nasledujicich cyklech. Po 35 cyklech se teoretické mnozstvi
cilové DNA blizi k 3,4x 10'° kopii. [41, 45]

Vysledné produkty PCR nazyvame amplikony. Jsou to useky DNA o definované délce
a velikosti nekolik desitek az tisici part bazi (bp). Analyza produkti PCR v reakéni smési
byva nejcastéji dokazovana pomoci elektroforézy na agarosovém nebo polyakrylamidovém
gelu nebo kvantitativnim meéfenim mnozstvi produktu v realném case. Elektroforéza
na agarézovém gelu spociva na oddéleni produkti PCR na zakladé velikosti a naboje.
Umoziiuje tak stanoveni pritomnosti, a v pripadé pouziti vhodného DNA standardu, velikosti
produktu PCR. [19, 45]
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5.2.1 Denaturace

Prvnim krokem je denaturace templatové DNA, kde dochazi k odde€leni dvouvlaknové
Sroubovice DNA (dsDNA). Teplota denaturace (90-94°C) prerusi vodikové vazby mezi pary
bazi adeninem (A) a thyminem (T) a mezi cytosinem (C) a guaninem (G). Doba a teplota
pozadovana pro denaturaci dsDNA je zavisla predevS§im na délce templatové DNA. DNA
s velkym poétem GC part bazi vyzaduje vyssi teplotu tani kvali vétSimu poctu vodikovych
vazeb. V prvnim cyklu byva vétSinou denaturace templatu prodlouzena, aby probé&hla
kompletné. [41, 46]

5.2.2 Hybridizace

Po denaturaci se teplota snizi na hodnotu 55-60°C, aby se primery navazaly
na jednofetézcové DNA. Primery jsou kratké jednofetézcové oligonukleotidy. Primery jsou
navrzeny tak, aby se vazaly na komplementarni Gseky na obou fetézcich templatové DNA
svym 3" koncem smérem dovnitt. Tyto primery slouzi jako vychozi bod pro kopirovani DNA.
PCR mize selhat v pfipad€, ze sady primert jsou chybné navrzeny, coz by nevedlo k syntéze
nebo by vedlo k vyskytu chyb v parovani. Zasadni je zde délka primeru, teplota tani, obsah
GC parq, velikost cilové DNA a tvorba sekundarnich struktur. [41]

5.2.3 Elongace
V poslednim kroku dochazi k syntéze novych fetézch DNA, jedna se o prodlouzeni
pfipojenych primeri DNA polymerazou. K rostoucimu fetézci DNA jsou napojeny nukleotidy

ve sméru 5'— 3", Teplota zavisi na teplotnim optimu pouzité DNA polymeradzy, vétSinou
se pohybuje v rozmezi 70-75°C. [41, 47]

%«ﬁbﬂb#%«ﬂ"ﬁ»&%

Denaturace WWWWH

1 g Mg g gt A

mmmmﬁmmmrwn‘l‘rrmn

Hybridizace UJ\LM% vyy %

MMWMW

FrmmﬂmTﬂTWrrﬂ‘ﬂ—lT T 3
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W H S
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Obrazek 4: Pribéh PCR, upraveno dle [48].
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5.3 PCR v realném case

PCR v redlném case (qQPCR) je metoda pouzivand v mnoha odvétvich pro diagnostické
a potravinarské aplikace. Tato technologie spojuje polymerdzovou fetézovou reakci
s vyuzitim fluorescencnich sond ¢i barviv za ucelem sledovani produkce amplifikacnich
produktd v pribéhu kazdého cyklu PCR reakce zvySenim fluorescence. Tato unikatni
kombinace vynikajici citlivosti a pfesnosti spojena s nizkym rizikem kontaminace ucinila
z qPCR hojné vyuzivanou metodu. [50]

Vyhodou qPCR oproti konvencni PCR je schopnost kvantifikace, uréeni pocate¢niho
mnozstvi kopii cilové matrice DNA. [51]

Kvantitativni PCR v realném case muze byt pouzita pro urCeni mnozstvi konkrétniho
izolovaného genu, ale také pro analyzu jednotlivych bunék nebo kvantifikaci jakékoli
kombinace DNA a mRNA. [45]

5.4 Inhibitory PCR

PCR je velmi citliva metoda, kde je k amplifikaci zapotiebi pouze stopové mnozstvi DNA.
Tato technika umoziuje pripravit dostatek kopii k analyze v béznych laboratornich
podminkach. [45, 38]

Vzhledem kcitlivosti PCR metody, muize jakakoli forma kontaminace DNA vést
k nespravnym nebo falesné pozitivnim vysledkim. Tyto latky, tzv. inhibitory, mohou snizit
ucinnost a reprodukovatelnost metody. [34, 52] Pro odstranéni inhibitori nebo pro jejich
redukci existuje fada metod. Problémy s inhibitory lze ptedchazet vhodnym navrzenim
metody pro zpracovani a extrakci nukleovych kyselin. Také fedénim DNA lze snizit
koncentraci inhibitort, a tim zlep§it G¢innost PCR. Nicméné inhibitory PCR snizuji citlivost
PCR. [34]
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6 CIL PRACE

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo optimalizovat novou metodu mikroizolace
rostlinné DNA ze zeleniny (Cerstva, suSend, sterilovana a mrazena cervend fepa)
a z vybranych druht potravin rostlinného ptvodu obsahujicich Cervenou fepu v kvalité
vhodné pro polymerazovou fetézovou reakci. DNA byla izolovana pomoci magnetickych
castic P(GMA).

Testovany byly rtizné zpusoby zpracovani homogenati zeleniny v CTAB pufru
(bez ptidavku a s pridavkem chloroform- oktanolu, pfidavek isopropanolu, mnozstvi NaCl
v CTAB pufru, mnozstvi homogenati a koncentrace PEG 6000 v separacnich smésich).
Mnozstvi a kvalita izolované DNA byla ovéfovana spektrofotometricky a amplifikaci
v konvencni PCR.
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II. EXPERIMENTALNI CAST
7 MATERIAL A METODY

7.1 Rostlinny material

K izolaci rostlinné DNA byla pouzita Cervena tepa (Beta vulgaris var. rubra) v podobé
a) Cerstvé, b) susSené, c) sterilované a d) mrazené, viz Obrazek 5.

Obrazek 5: a) cerstva [49], b) suSenad, c) sterilovand Cervend repa.

Dale byly pouzity potravinové vyrobky obsahujici Cervenou fepu. Jednd se o dmBio
pomazanku z ervené fepy vegan (Obrazek 6), détsky ptikrm HiPP obsahujici ¢ervenou fepu
s jablky a hovézim masem (Obrazek 7) a 100% bio §tavu z Cervené fepy a jablka lisovanou
za studena (Obrazek 8).
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Obrazek 8: 100% bio §tava z jablek (60 %) a cervené fepy (40 %), lisovana za studena. OSetiena
Setrnou pasteraci.

7.2 Chemikalie

Agaroza pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)

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

Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)

Ethidium bromid (5 mg-ml™") (Top-Bio, Praha, CR)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
Hydroxid sodny (Penta, Chrudim, CR)

Chlorid sodny (Penta, Chrudim, CR)

Chloroform (Penta, Chrudim, CR)

Isoamylalkohol (Penta, Chrudim, CR)

Isopropanol (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina chlorovodikova (Penta, Chrudim, CR)

Octan sodny (Penta, Chrudim, CR)

Oktanol (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)
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7.2.1 Magnetické mikrocastice

Pro izolaci rostlinné DNA byly pouzity magnetické mikroc¢astice P(GMA) uvadéné také
pod oznacenim Fkol B 100 ox (Ing. D. Horak, CSc., Akademie véd, Praha, CR). Vlastnosti
téchto ¢astic jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Viastnosti magnetického polymerniho nosice P(GMA)

Polymer Fe [% hm] | Primér nosice [um] PDI -COOH [mM - g_l]

P(GMA) 5,36 0,70 1,16 0,67

P(HEMA-co-GMA)— poly(2-hydroxyethylmethakrylat-co-glycidylmethakrylat), PDI- index
polydisperzity (pomér hmotnosti a poctu mikrocdstic o priimérné velikosti)

7.2.2 Komponenty pro PCR

PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

PCR reakéni pufr kompletni pro Taq polymerazu 1.1 (Top-Bio, Praha, CR)

Smés dNTP (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

Primery 18S_for a 5,8S_rev; 26S_for a 26S_rev (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec
Kralové, CR)

e Taq DNA polymeraza 1.1 (1U/ul) (Top-Bio, Praha, CR)

7.3 Pristroje a pomucky

Centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

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

Magneticky separator Dynal (Oslo, Norsko)

Mikrovlnna trouba PROLINE SM117 (SENCOR, CR)

Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Polsko)

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA)

PCR box UVC/T-AR, DNA/RNA, UV-cleaner box (bioSan, Riga, Litva)

Pipety automatické 1 000 pl, 200 pl, 20 pl, 10 pl

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

Thermocycler Minicycler™ (BIO-RAD Lab., USA)

Transilluminator TVR- 3121 (Spectroline, Albany, USA)

Zatizeni pro elektroforézu (OWL Buffer Puffer™, Loughborough, UK)

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International,
Woodbridge, USA)

e Dalsi laboratorni pomtcky (laboratorni sklo, $picky z umélé hmoty, kopist, umélohmotny
material, atd.)

7.4 Roztoky

Lyza¢ni roztok s CTAB s1,5M NaCl pro izolaci rostlinné DNA byl pfipraven
RNDr. A. Kovaitkem, CSc. z Biofyzikilniho ustavu AV CR v.v.i, vBrné& Roztoky
pro purifikaci DNA magnetickymi Casticemi a pro agarézovou gelovou elektroforézu byly
pfipraveny podle postupii k laboratornim cvi¢enim Analyza vybranych druht bakterii
mlécného kvaseni pomoci metod molekularni biologie. [19]
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7.4.1 Roztoky pro izolaci rostlinné DNA

e 0,5MEDTA (186,1 g EDTA, 800 ml destilované vody, NaOH pro upravu pH na 8,0)
e 1 M Tris-HCI (Tris-baze 121 g, 80 ml destilované vody, koncentrovana HCI pro upravu pH
na 7,8)

e Lyzacni roztok s CTAB s 1,5M NaCl (CTAB 1 g, 10ml 0,5M Tris-HCI (pH 8), 16 ml
5M NaCl, 2ml 0,5M EDTA (pH 8,0), 42 ml destilované vody a tésné pied pouzitim
pfidan 0,2% 2-merkaptoethanol (1pl/1 ml pufru))

Lyzacni roztok s CTAB s 2 M NaCl (1 ml 5 M NaCl, 9 ml CTAB s 1,5 M NaCl)

Lyzaéni roztok s CTAB s 2,5 M NaCl (1 ml 5 M NaCl, 4 ml CTAB s 1,5 M NaCl)

Lyzaéni roztok s CTAB s 3 M NaCl (1 ml 5 M NaCl, 2,3 ml CTAB s 1,5 M NaCl)

TE pufr pH 7,8 (1 ml 1 M Tris-HC1 (pH 7,8), 200 ul 0,5M EDTA (pH 8,0) a 98,8 ml
destilované vody)

Smés chloroform-oktanol (chloroform a oktanol v poméru 24:1)

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

Roztok chloridu sodného (5 M) (87,66 g NaCl rozpustén v 300 ml destilované vody)
Roztok 40% polyethylenglykolu 6000 (40 g PEG 6000 rozpustén v 60 ml destilované
vody. Objem byl doplnén do 100 ml destilovanou vodou.)

7.4.2 Roztoky pro agarozovou gelovou elektroforézu

e 5xTBE pufr (54 g Tris-baze, 27,5 g kyseliny borité, 600 ml destilované vody, 20 ml 0,5 M
EDTA (pH 8,0)). Pted pouzitim byl 10 x nafedén

Barvici lazen (100 pl roztoku ethidiumbromidu 5 mg/ml, 500 ml destilované vody)

DNA standard (100 bp zebficek), obsahuje fragmenty DNA o velikosti 100, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900, 1 000, 1 200, 1 500 bp) (Malamité, Moravské Prusy, CR)

e NanaSeci pufr Yellow load (6 xkoncentrovany, obsahuje barvivo Orange G) (Top-Bio,

Praha, CR)
e Fluorescencni barvivo Midori Green (Ecoli, Bratislava, SR)

7.5 Metody
7.5.1 Homogenizace a priprava homogenatu z rostlinnych bunék pro izolaci DNA

7.5.1.1 Homogenizace lyza¢nim roztokem s CTAB

Z rostlinného materialu, rozkrajeného na malé kousky, bylo do 1,5 ml Eppendorfovych
zkumavek sterilné odvazeno 300 mg vzorku. Déle bylo do Eppendorfovy zkumavky pfidano
500 ul lyzaéniho roztoku s CTAB a 1 ul merkaptoethanolu (0,2%). Pomoci plastového
kopistu byla za stalého chlazeni provedena homogenizace rostlinného materialu.
Zhomogenizovany vzorek byl inkubovan v termomixeru pii 60 °C/30 min.

Po inkubaci s lyza¢nim roztokem s CTAB byla provedena centrifugace 1400 ot./10 min.
Do cisté Eppendorfovy zkumavky bylo odebrano asi 200 pl vrchni faze, obsahujici DNA.
K izolaci DNA pomoci magnetickych castic bylo pouzito 125-175 pl homogenatu.

7.5.1.2 Pridavek chloroform-oktanolu

Pti dal8i purifikaci bylo k homogenatu po inkubaci v roztoku s CTAB pifidano 500 pl
chloroform-oktanolu. Smés byla 5 minut promichavana a pak centrifugovana
pii 1400 ot./10 min. Pro separaci magnetickymi nosi¢i bylo odebrano 125-175 ul
supernatantu.
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7.5.1.3 Pridavek isopropanolu

Postupovano bylo podle kapitoly 7.5.1.2, kde bylo k maximalnimu odebranému mnozstvi
supernatantu pfidano 0,6 objemu isopropanolu. Smés byla promichana a centrifugovana
pii 1400 ot./10 min. Supernatant byl odlit a k sedimentu bylo pfidano 500 ul 70% ethanolu.
Smés byla promichana ve vortexu a poté byla provedena centrifugace 1400 ot./10 min.
Supernatant byl odstranén a DNA byla vysusena v exikatoru. Poté bylo do zkumavky pfidano
200 pl TE pufru a DNA byla ponechana rozpoustét do druhého dne. K izolaci DNA pomoci
magnetickych mikrocastic bylo pouzito 175 pl.

7.5.2 1Izolace DNA magnetickymi mikrocasticemi

Izolace DNA z rostlinného homogenatu byla provedena pomoci magnetickych mikrocastic
P(GMA). Slozeni separa¢ni smési a poradi pridavani slozek je uvedeno v nasledujici
Tabulce 3. Pfi optimalizaci byly separacni smési namichany podle Tabulky 4 a Tabulky 5.
Pro testovani slozeni separacnich smési s CTAB s riznym mnozstvim NaCl a o rizné
koncentraci PEG byla vyuzita Tabulka 6.

Tabulka 3: Separacni smés (500 ul) pro izolaci DNA (vyslednd koncentrace PEG=8 %)

Krok Slozka Mnozstvi [pl]
1 NaCl (5 M) 100
2 Homogenat 150
3 PEG 6000 (40%) 200
4 Magnetické Castice (2 mg/ml) 50
Eluce do TE pufru [pl] 100

Tabulka 4: Separacni smési (250 pl) pro izolaci DNA s riznym mnozZstvim homogendtu. Eluce
do stejného objemu jako byl objem homogenatu.

Krok Slozka Mnozstvi [pl]
1 NaCl (5M) 100 75 50 25
2 Homogenat 25 50 75 100
3 PEG 6000 (40%) 100 100 100 100
4 Magnetické castice (2 mg/ml) 25 25 25 25
5 Eluce do TE pufru [pl] 25 50 75 100
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Tabulka S5: Separacni smési (250 ul) pro izolaci DNA z riiznych mnoZstvi homogenatii. Eluce DNA
byla provedena do 25 ul TE pufiu.

Krok Slozka Mnozstvi [pl]
1 NaCl (5M) 100 75 50 25
2 Homogenat 25 50 75 100
3 PEG 6000 (40%) 100 100 100 100
4 Magnetické castice (2 mg/ml) 25 25 25 25
5 Eluce do TE pufru [pl] 25 25 25 25

Tabulka 6: SloZeni separacnich smési (250 ul) s CTAB s riiznym mnozstvim NaCl o riizné koncentraci
PEG 6000. Eluce DNA byla provedena do 50 ul TE pufru.

CTAB s NaC(l [pl]
Slozka PEG (%)
1L5M 2,0M 25M 30M
Homogenat 125 125 125 125
40% PEG 100 100 100 100
Mag?zetrir‘l’;érri?tice 25 25 25 25 o
Eluce do TE pufru 50 50 50 50
Homogenat 150 150 150 150
40% PEG 75 75 75 75
Mag?zetrir‘l’;érrié“ﬁce 25 25 25 25 1
Eluce do TE pufru 50 50 50 50
Homogenat 175 175 175 175
40% PEG 50 50 50 50
Mag?zetrir‘l’;érri?tice 25 25 25 25 ;
Eluce do TE pufru 50 50 50 50

Po smichani vSech slozek byla smés inkubovana 15 minut pfi laboratorni teploté
a nasledné umisténa do magnetického separatoru. Magnetické Castice s navazanou DNA byly
separovany S minut pii laboratorni teploté. Poté byl opatmé odebran supernatant
a do zkumavky bylo pfidano 500 ul 70% ethanolu. Smés byla promichana a Castice byly
separovany pomoci magnetického separatoru. Po péti minutach byl opatrné odebran
supernatant a zbyly ethanol byl odpafen na vzduchu. DNA navazana na magnetickych
mikrocasticich byla eluovana do 25-100 ul TE pufru (viz Tabulky 3, 4, 5 a 6) pfi laboratorni
teploté. Po uplynuti 15 minut byly Castice odseparovany pomoci magnetického separatoru
a eluat obsahujici DNA byl odebran do ¢istych Eppendorfovych zkumavek.
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7.5.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace a Cistota rostlinné DNA byla zji§téna spektrofotometricky (objem vzorku 2 pl)
pomoci pristroje NanoDrop 2000, kde byl jako blank pouzit TE pufr. Méfena absorbance byla
v rozmezi vlnovych délek 230 az 320 nm. Z naméfenych hodnot byla odeCtena absorbance
pii 260 nm a poméry hodnot A,gp/Az3p a Arzgo/Argy, pro posouzeni Cistoty vzorku DNA.

7.5.4 Priprava smési pro PCR a podminky amplifikace

Pro PCR smés byly pouzity primery 18S_for a 5,8S_rev. Sekvence primerti jsou uvedeny
v Tabulce 7. V jednom ptipade byly pouzity primery 26S for a 26S rev, jejich sekvence je
uvedena v Tabulce 8. VSechny komponenty vhodné pro PCR byly pied pouzitim rozmrazeny,
promichany a zcentrifugovany. Poradi komponent, podle kterého byly michany, je uvedeno
v Tabulce 9. Byla pfipravena smés o celkovém objemu 25 pl.

Kromé¢ vzork, kde byla jako matrice pouZzita analyzovana rostlinna DNA, byla pfipravena
také pozitivni a negativni kontrola. Jako negativni kontrola byla misto matrice DNA pouzita
sterilni PCR voda a jako pozitivni kontrola byla pouzita rostlinna DNA N. tabacum (1 ng/ul)
nebo B. oleracea (1 ng/ul) (od RNDr. A. Kovarika, CSc.). VSechny slozky PCR smési byly
po promichani umistény do thermocycleru s nastavenym specifickym amplifika¢nim
programem podle Tabulky 10. V pfiipadé pouziti primerd 26S for a 26S rev byl nastaven
amplifika¢ni program uvedeny v Tabulce 11.

Tabulka 7: Specifické primery [20]

Primery Sekvence primeru (5" - 3") Velikost produktu PCR
18S_for GCG CTA CACTGA TGT ATT CAACGAG
asi 700 bp
5,8S_rev CGC AACTTG CGT TCA AAG ACT CGA
Tabulka 8: Specifické primery [21]
Primery Sekvence primeru (5" - 3") Velikost produktu PCR
26S_for GAA TTC ACC CAAGTGTTG GGA T
asi 220 bp
26S_rev AGA GGC GTT CAG TCA TAA TC
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Tabulka 9: Smés pro PCR (25 ul)

Poradi Komponenta Objem pro PCR [pl]

1. Voda pro PCR 16,5
2. 10x reakéni pufr kompletni 2,5
3. Primer forward (10 pmol/pl) 1,0
4. Primer reverse (10 pmol/pl) 1,0
5. Smés dNTP (10 mM) 1,0
6. Tag DNA- polymeraza 1.1 (1 U/ul) 1,0
7. Matrice DNA 2,0

Celkem 25,0

Tabulka 10: Amplifikacni program

Krok Program PCR ROST700
1 95°C 5 min
2 95°C 40s
3 57°C 40s 35x krok 2—- 4
4 72 °C 1 min 20's
5 72 °C 10 min

Tabulka 11: Podminky amplifikace DNA v PCR

Krok Program PCR 220R040
1 95 °C 10 min
2 95 °C 30s
3 52°C 30s 39x krok 2—-4
4 72 °C 40s
5 72°C 10 min

7.5.5 Gelova elektroforéza produktu PCR

Po skonceni amplifikacniho programu byly produkty PCR detegovany gelovou elektroforézou
na 1,2% agar6zovém gelu, ktery byl pfipraven z 1,2 g agarézy a 100 ml 0,5 x TBE pufru.
Suspenze byla dikladné rozvarena v mikrovinné troubé a po ochlazeni cca na 60 °C bylo
ke smési pridano fluorescencni barvivo (1 pul Midori Green). Smés byla vylita do predem
ptipravené elektroforetické vanicky s hfebinkem a ponechana ztuhnout.

K produktim PCR bylo pfidano 5 pl nanaseciho pufru. Do vzniklych komurek
v agarozovém gelu byly nanaseny smési produkti PCR a nanaseciho pufru v objemu 30 pl.
Pro urceni velikosti fragmentd byl nanesen DNA standard 100 bp zebficek. Elektroforéza
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probihala pfi napéti 60 V asi 2hod. Nasledné¢ byl gel pifenesen na transilluminator
a pozorovan v UV svétle o vinové délce 305 nm. Gel byl pomoci fotoaparatu v mobilnim
telefonu zdokumentovan. V ptipadé potieby byl gel dobarvovan v roztoku ethidium bromidu
(0,5 pg/ml).
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8 VYSLEDKY

8.1 Zpracovani rostlinného materialu pro analyzu
8.1.1 Homogenizace a priprava homogenatu

Pro izolaci rostlinné DNA z kofene Cervené fepy byly piipraveny dva rozdilné homogenaty
bunék. Homogenat s CTAB bez piidavku chloroform- oktanolu a s pfidavkem chloroform-
oktanolu.

Rostlinna DNA byla izolovana z 300 mg rostlinného materialu podle postup uvedenych
v kapitole 7.5.1. Priprava kofene Cervené fepy na homogenizaci je zobrazena na Obrazku 9.
Po pridavku lyzacniho roztoku s CTAB a merkaptoethanolu byla smés homogenizovana
v Eppendorfové zkumavce pomoci plastového kopistu v mrazicim termobloku, jak
je zobrazeno na Obrazku 10. Poté byla smés inkubovana pii 60°C/30 min.

Po inkubaci byla smés zcentrifugovana (1400 ot/5 min) a odpipetovan supernatant, takto
byl pfipraven homogenat bez piidavku chloroform- oktanolu (Obrazek 11a). Homogenat
s pfidavkem  chloroform-oktanolu byl po inkubaci, pifidani chloroform- oktanolu
a centrifugaci rozd¢len na tfi faze, jak je znazornéno na Obrazku 11b. Horni vodna faze byla
s precisténou DNA.

Obrazek 9: Priprava korene cCervené repy Obrazek 10: Homogenizace v pufru s CTAB
na homogenizaci ve vymrazeném termobloku pomoci kopistu
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vodna faze s DNA
homogenat
pufr s CTAB

sediment proteinovy prstenec

chloroform- oktanol

Obrazek 11: Homogendt s CTAB bez pridavku chloroform-oktanolu (a) a oddéleni fazi po pridavku
chloroform-oktanolu (b) a centrifugaci

— Byly pripraveny rizn¢ purifikované homogenaty z kotene Cervené fepy.
8.2 Mnozstvi a kvalita DNA izolované pomoci magnetickych mikrocastic

Z pripravenych homogenati z kofene Cervené fepy byla izolovana rostlinna DNA
magnetickymi mikro¢asticemi P(GMA) podle postupu uvedeném v kapitole 7.5.2
v Tabulce 3. DNA byla izolovana ze 150 ul homogenatu s CTAB ve 4 opakovanich
aze 150 ul vodné faze po pusobeni chloroform- oktanolu na homogenat s CTAB
ve 4 opakovanich. DNA byla eluovana do 100yl TE pufru. Analyzovana byla
spektrofotometricky a pomoci PCR.

8.2.1 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace a Cistota DNA podle postupu v kapitole
7.5.3. Grafické znazornéni absorbance na vlnové délce je uvedeno v Grafu 1. Koncentrace
izolované DNA jsou uvedeny v Tabulce 12, Cistota DNA je patrna z pomeéru absorbanci
Aao/ Aaso.

Graf 1: Grafické zndzornéni absorbance DNA na vinové délce. Byla mérfena DNA izolovand z 300 mg
Cervené Ttepy <z homogendti (150 ul) s pridavkem a bez pridavku chloroform- oktanolu
ve 4 opakovdnich.
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Tabulka 12: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty. DNA byla izolovdna z homogendtu

s CTAB (150 ul) bez pridavku a s pridavkem chloroform- oktanolu ve 4 opakovdnich.

. DNA i Piidavek Celkové
cervena Koncentrace .,
- - chloroform- mnozstvi A260 A230 A260/230 A260/230
fepa korfen oktanolu DNA [ng/ul] DNA [ng]
(300 mg) g
- 6,9 690 0,138 0,098 1,42 0,42
1.
+ 6,7 670 0,135 0,098 1,37 0,95
- 4.5 450 0,089 0,057 1,57 0,44
2.
+ 10,4 1040 0,209 0,143 1,46 0,60
- 4,2 420 0,084 0,056 1,50 0,44
3.
+ 114 1140 0,227 0,156 1,45 0,50
- 7,0 700 0,140 0,104 1,34 0,83
4.
+ 22,8 2280 0,456 0,317 1,44 0,33

— bez pridavku chloroform-oktanolu
+ s pfidavkem chloroform-oktanolu

— Koncentrace DNA s pfidavkem chloroform-oktanolu byla vyssi (10,4-22.,8 ng/ul) s jednou
vyjimkou (6,7 ng/ul) nez bez ptidavku chloroform- oktanolu (4,2—7,0 ng/ul).

— DNA byla znecisténa (Azso/AzgoZ 1,37-1,46 s
Aseo/Ango= 1,42—1,57 bez ptidavku chloroform-oktanolu).

ptidavkem chloroform-oktanolu,

8.2.2 Amplifikace DNA pomoci PCR

Izolovana DNA nefedéna a 10x fedéna byla amplifikovana v thermocycleru podle postupt
uvedenych v kapitole 7.5.4 a amplifikacniho programu podle Tabulky 10. Produkty PCR byly
detegovany pomoci agardzové gelové elektroforézy.

Produkty PCR byly naneseny na 1,2% agarozovy gel dle postupt v kapitole 7.5.5.
Po dokonceni elektroforézy byla DNA pozorovana na transilluminatoru pod UV svétlem
(Obrazek 12).
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Obrazek 12: Agarozova gelova elektroforéza produktiic PCR (asi 700 bp). Amplifikovina byla
neredénd DNA izolovand z homogenatii korene Cervené repy (300 mg) bez pridavku a s pridavkem
chloroform- oktanolu ve 4 opakovdnich.
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PK (M.
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standard

19 NK - —

— produkt PCR nedetegovan

+, ++, +++ detegovan produkt PCR riizné intenzity
—/+ bez pridavku/s pfidavkem chloroform-oktanolu
PK- pozitivni kontrola, NK— negativni kontrola

— Pomoci magnetickych ¢astic P(GMA) byla izolovana amplifikovatelna DNA.

— Produkty PCR rizné intenzity byly detegovany po amplifikaci nefedéné DNA (na rozdil
od 10x fedéné DNA, kde produkty PCR nebyly detegovany).

— Produkty PCR ziskané po amplifikaci DNA izolované z homogenatu s pfidavkem
chloroform-oktanolu byly detegovany ve vySsi intenzité nez bez pridavku chloroform-
oktanolu.

8.3 1Izolace DNA z Cerstvé, zmrazené, suSené a sterilované ¢ervené repy

Rostlinna DNA byla izolovana z 300 mg Cerstvé, zmrazené, sterilované a suSené Cervené fepy
podle postupti uvedenych v kapitole 7.5.1. Homogenaty byly pfipraveny v lyza¢nim pufru
s CTAB bez piidavku chloroform-oktanolu a s pfidavkem chloroform-oktanolu.

Takto pripravené homogenaty (150 ul) byly pouzity pro izolaci DNA pomoci
magnetickych nosi¢t P(GMA) podle kapitoly 7.5.2, Tabulka 3. DNA byla eluovana do 100 pl
TE pufru.

8.3.1 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace a Cistota DNA byla stanovena pomoci pfistroje NanoDrop 2000, podle postupt
v kapitole 7.5.3. Na nasledujicim Grafu 2 jsou znazornény absorp¢ni kiivky DNA izolované
z homogenatti s pfidavkem chloroform- oktanolu a v Tabulce 13 naméfené hodnoty
koncentrace a absorbance.

Graf 2: Graficka zavislost absorbance DNA na vinové délce. Byla mérena DNA izolovdana z 300 mg
Cerstvé, suSené, zmrazené a sterilované cervené repy z homogendti s pridavkem chloroform- oktanolu.
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Tabulka 13: Stanoveni koncentrace a cistoty DNA. DNA byla izolovana z homogendtu s CTAB
s pridavkem a bez pridavku chloroform- oktanolu z rizné zpracovaného kotene cervené repy.

. DNA i Piidavek Celkové
cervena Koncentrace .,
- - chloroform- mnozstvi A260 A230 A260/230 A260/230
fepa korfen oktanolu DNA [ng/ul] DNA [ng]
(300 mg) g
- 7,7 770 0,153 0,127 1,21 0,93
éerstva
+ 4,0 400 0,080 0,032 - -
- 18,6 1 860 0,372 0,274 1,36 0,85
mrazena
+ 4,7 470 0,094 0,040 - -
- 2,7 270 0,053 0,030 1,79 -
sterilovana
+ 1,1 110 0,021 0,014 1,54 -
suSena - 3,1 310 0,061 0,033 1,83 -

— bez pridavku chloroform-oktanolu
+ s pfidavkem chloroform-oktanolu

— DNA izolovana z homogenati s CTAB s pridavkem chloroform- oktanolu byla izolovana
v nizsi koncentraci (1,1-4,7 ng/ul) nez bez ptidavku chloroform- oktanolu (2,7-18,6 ng/ul).

— DNA 7z cCerstvé a zmrazené Cervené tfepy byla izolovana ve vyssi koncentraci (4,0—

18,6 ng/ul) nez DNA izolovana ze suSené a sterilované fepy (1,1-3,1 ng/ul).

— DNA byla znecCiSténa (Azgp/Azgo= 1,21-1,83).

8.3.2 Amplifikace DNA pomoci PCR

Izolovana DNA byla amplifikovana polymerazovou fetézovou reakci podle postupt
v kapitole 7.5.4. Produkty PCR byly detegovany pomoci agardézové gelové elektroforézy
dle kapitoly 7.5.5. V transilluminatoru byl pozorovan agarézovy gel, ktery je zobrazen

na Obrazku 13.
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Obrazek 13: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR (asi 700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovand z cerstvé, mrazené, suSené a sterilované cervené repy (300 mg) z homogendtii s pFidavkem
a bez pridavku chloroform- oktanolu.

Pii k Detek
. DNA- ¢ervena fepa koi'en Fidave Mnozstvi DNA [ng] etekee
Béh (300 mg) chloroform- 0 PCR smés produktu
g oktanolu p PCR
1 susena - 6,2 +
2 _ - 54 +
sterilovana
3 + 2,2 +
4 - 37,2 ++
mrazena
5 + 9.4 +
6 - 15,4 ++
Cerstva
7 + 8,0 +
8 PK N. tabacum (1 ng/ul) 2 ++
9 DNA standard
10 NK — _
— produkt PCR nedetegovan

+, ++, +++ detegovan produkt PCR riizné intenzity
—/+ bez pridavku/s pfidavkem chloroform-oktanolu
PK- pozitivni kontrola, NK— negativni kontrola

— Byly detegovany produkty PCR v délce asi 700 bp slabé a stfedni intenzity v zavislosti
na mnozstvi DNA v PCR smési.
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— DNA izolovana zcCerstvé a zmrazené Cervené fepy zhomogenatd bez piidavku
chloroform- oktanolu byla amplifikovana ve vys§i intenzité nez DNA izolovana ze susené
a sterilované fepy. Divodem bylo vyssi mnozstvi DNA pro PCR smés.

8.4 Testovani mnozstvi homogenatu a NaCl v separacni smési

S cilem zvyS$it mnozstvi izolované DNA bylo testovano mnozstvi homogenatu v separacni
smesi.
Rostlinny homogenat ze zmrazeného korene Cervené fepy byl pfipraven podle postupt

v kapitole 7.5.1. z navazky 300 mg. Rostlinny material byl homogenizovan v lyza¢nim pufru
s CTAB bez pitidavku chloroform- oktanolu.

8.4.1 Eluce DNA do stejného objemu elu¢niho pufru jako byl objem homogenatu

Pro izolaci DNA pomoci magnetickych nosi¢i byly namichany separani smési o stejném
objemu (250 ul) s riznym mnozstvim homogenatu a 5 M NaCl podle kapitoly 7.5.2,
Tabulky 4. Namichané separacni smeési s 25 pl, 50 pl, 75 ul a 100 pul homogenati a 100 pl,
75 ul, 50 ul a 25 pl 5 M NaCl jsou zobrazeny na Obrazku 14. DNA byla eluovana do stejného
objemu elu¢niho TE pufru jako byl objem homogenatu (25 ul, 50 ul, 75 ul a 100 pl).

1wy

Obrazek 14: Separacni smési pro izolaci DNA. Se zvySujicim se mnozstvim homogenatu (25-100 ul)
bylo intenzivnéjsi zbarveni smési.

Kazda separacni smés byla pripravena ve dvou opakovanich. Pomoci NanoDropu byla
zjisténa koncentrace a Cistota izolované DNA. Postup byl proveden podle kapitoly 7.5.3.
Zavislost absorbance na vlnové délce je zobrazena v Grafu 3. Koncentrace DNA a poméry
absorbanci Axep/Azgo jsou uvedeny v Tabulce 14.
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Graf 3: Graficka zavislost absorbance DNA na vinové délce. Byla méfFena DNA izolovand
ve 2 opakovdnich (a, b) ze zmrazZeného korene cervené repy (300 mg) ze separacnich smési s riiznym

mnozstvim homogendtii a NaCl. DNA byla eluovana do stejného objemu jako byl objem homogenatu.
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Tabulka 14: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA izolované ze separacnich
smési s riznym mnozstvim homogenatit a NaCl ve dvou opakovdnich. DNA byla eluovdna do stejného
mnozstvi elucniho pufru jako bylo mnozstvi homogendtu.

ZmraZena Cervena fepa koi'en
(300 mg) Celkové
Koncentrace | |\ ostvi | A Ao | A A
Mnozstvi | Mnozstvi | Mnoistvi | DNA [ng/ul] | o oo 260 280 | 260280 | 260230
homogenatu | eluéniho | 5 M NaCl 8
[md] pufru [pl] [md]
19,8 495 0,396 | 0,272 1,46 0,63
25 25 100
32,1 802,5 1,243 | 0,906 1,37 0,44
10,8 540 0,216 | 0,132 1,64 1,28
50 50 75
6,6 330 0,131 | 0,073 1,79 0,97
1,0 75 0,020 | 0,013 1,54 -0,76
75 75 50
4,0 300 0,080 | 0,047 1,70 | -15,70
0,2 20 0,004 | 0,014 1,27 -0,09
100 100 25
0,7 70 0,014 | 0,008 1,90 0,28

— 7 Tabulky 14 je patrné, ze se zvySujicim se mnozstvim homogenati a snizujicim
se mnozstvi NaCl v separac¢nich smésich bylo izolovano mensi mnozstvi DNA.

— Snizeni koncentrace NaCl v separacni smeési negativné ovliviiuje mnozstvi izolované

DNA.

— Nejoptimalnéjsi separacni smeés byla s 25 pl homogenatu a 100 pl 5 M NaCl.
8.4.1.1 Amplifikace DNA pomoci PCR

Byla provedena amplifikace DNA polymerazovou fetézovou reakci podle postupt v kapitole
7.5.4. Poté byly produkty PCR detegovany pomoci agarozové gelové elektroforézy
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dle kapitoly 7.5.5. Na Obrazku 15 je zobrazen gel po skonceni elektroforézy, ktery byl
pozorovan pod UV svétlem.

Obrazek 15: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR (asi 700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovdna ve dvou opakovanich ze separacnich smési s riiznym mnoZstvim homogendtu a NaCl. DNA
byla eluovdna do stejného objemu elucniho pufiru jako byl objem homogendtu.

235850

[ Je ot 1R

10 11

—1500bp

——— 1000 bp

produkty PCR

— 500bp
Mnozstvi Mnozstvi Mnosstvi Mnozstvi DNA Detekce
Béh DNA homogenatu elu¢niho NaCl [pl] [ng] pro PCR produktu
[ul] pufru [ul] H smés PCR
1 1,4 +/—
100 100 25
2 0,4 +
3 8,0 ++
. 75 75 50
4 Zmrazena 2,0 +
éervena fepa-
5 - 13,2 +++
kofen 50 50 75
6 21,6 +++
7 64,2 ++
25 25 100
8 39,6 +++
PK (M.
9 tabacum 2 +++
1 ng/pl)
DNA
10 standard
11 NK - -
— produkt PCR nedetegovan

+/—, +, ++, +++ detegovan produkt PCR ruzné intenzity
PK- pozitivni kontrola, NK— negativni kontrola

— Byly detegovany produkty PCR rtizné intenzity v zavislosti na mnozstvi DNA ve smeésich
pro PCR.

39



8.4.2 Eluce DNA do objemu elué¢niho pufru 25 pl

Pro izolaci DNA pomoci magnetickych ¢astic byly namichany 4 rizné separaCni smeési
s riznym mnozstvim homogenatu ze zmrazeného kofene Cervené fepy (300 mg) podle
kapitoly 7.5.2, Tabulka5. DNA byla izolovana ze Ctyf separacnich smési liSicich
se mnozstvim rostlinného homogenatu a NaCl. DNA byla eluovana do stejného mnozstvi
(25 W) TE pufru. Kazda separacni smeés byla pripravena ve tfech opakovanich.

Pomoci NanoDropu byly stanoveny koncentrace DNA podle kapitoly 7.5.3. Graf zavislosti
absorbance na vlnové délce, koncentrace DNA a pomeéry absorbanci Axep/Azsy jsou zobrazeny

v Grafu 4 a Tabulce 15.

Graf 4: Graficka zavislost absorbance DNA na vinové délce. Byla mérena DNA izolovand
ze zmrazeného kovene Cervené Fepy ze separacnich smési s riiznym mnozstvim homogendtii a NaCl.

DNA byla eluovana do 25 ul TE pufru ve tfech opakovanich (a, b, c).
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Tabulka 15: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA izolované ze separacnich

smési s riiznym mnozstvim homogendtii a NaCl, s eluci do 25 ul TE pufru ve tfech opakovdnich.

ZmraZena Cervena iepa koi'en

(300 mg)
Celkové
Koncentrace ..,
» - DNA [ng /Ml] mnozstvi Az Ao Aseon80 | Aseoro
Mnozstvi Mn?z§tv1 Mnozst DNA [ng]
i eluc¢niho i
homogenatu vi NaCl
(] pufre 1 )
[ml]
42.5 1062,5 0,850 0,601 1,41 0,37
25 25 100 59 147,5 0,117 0,093 1,26 -
5,1 127,5 0,103 0,087 1,19 -
4.4 110,0 0,087 0,060 1,46 -
50 25 75 33 82,5 0,067 0,057 1,17 -
2,0 50,0 0,039 0,034 1,15 -
34,4 860,0 0,689 0,521 1,32 0,50
75 25 50 3,7 92,5 0,075 0,060 1,25 -
3,5 87,5 0,070 0,052 1,34 -
30,0 750,0 0,599 0,438 1,37 0,38
100 25 25 6,2 155,0 0,123 0,086 1,44 -
9,1 227.5 0,182 0,124 1,47 3,41

— Se zvySyjicim se mnozstvim homogenatu v separacnich smésich na ukor mnozstvi
5 M NaCl nedochézi k izolaci vét§iho mnozstvi DNA. Je izolovano piiblizné€ stejné mnozstvi

DNA.

8.4.2.1 Amplifikace DNA pomoci PCR

DNA byla amplifikovana polymerazovou fetézovou reakci podle postupt v kapitole 7.5.4.
Produkty PCR byly detegovany pomoci agar6zové gelové elektroforézy dle kapitoly 7.5.5.
Na Obrazku 16 je zobrazen gel po skonCeni elektroforézy, ktery byl pozorovan pod UV

svétlem.
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Obrazek 16: Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR (asi 700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovand z riiznych mnozZstvi homogenatii a NaCl v separacnich smésich. DNA byla eluovana do 25 ul

TE pufru.

1 2°3 45 6 78 9 101112131415

1500 bp

1000 bp

produkty PCR

—— 500 bp
Mnozstvi Mnozstvi MnoFstvi Mnozstvi DNA Detekce
Béh DNA homogenatu elu¢niho NaCl [pl] [ng] pro PCR produktu
[ul] pufru [ul] H smés PCR

1 10,2 +
2 25 25 100 11,8 ++
3 85,0 ++
4 4,0 ++
5 50 25 75 6,6 ++
6 Zmrazena 8,8 ++

cervena
7 fepa- kofen 7.0 +
8 75 25 50 7.4 ++
9 68,8 ++
10 18,2 ++
11 100 25 25 12,4 ++
12 60,0 ++

PK (B.
13 oleracea 2 T+

1 ng/pl)

DNA

14 standard
15 NK - -
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— produkt PCR nedetegovan
+, ++, +++ detegovan produkt PCR riizné intenzity
PK- pozitivni kontrola, NK— negativni kontrola

— DNA byla ve vSech smésich pro PCR amplifikovana a byly detegovany produkty PCR
pfiblizné stejné intenzity.

8.5 Testovani izolace DNA z homogenatu s riznym mnozstvim NaCl

V predchézejici Casti bylo ukazano, ze snizeni koncentrace NaCl v separacni smési negativné
ovliviiuje mnozstvi izolované DNA. Aby bylo mozno v separacni smési zvySit mnozstvi
homogenatu (a tim docilit vétsiho mnozstvi izolované DNA), byly pfipraveny homogenaty
v lyzacnich pufrech s CTAB sruznym mnozstvi NaCl (1,5M; 2,0M; 2,5M; 3,0 M)
dle postupu 7.4.1. Mnozstvi homogenatu lze navysit i na ukor polyethylenglykolu (PEG).
Proto byly pro izolaci vysokomolekularni DNA testovany separacni smeési s 16%, 10% nebo
8% PEG (kapitola 7.5.2, Tabulka 6).

8.5.1 Izolace DNA z homogenatu v CTAB s 1,5 M NaCl

Pro izolaci DNA byly namichany tfi rizné separacni smési, lisici se koncentraci PEG (16%,
10%, 8%) a mnozstvim homogenatu (125 pl, 150 pl a 175 pl) pfipraveném v CTAB pufru
s 1,5 M NaCl podle kapitoly 7.5.2, Tabulky 6. DNA byla eluovana do 50 ul TE pufru.

8.5.1.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Pomoci NanoDropu byly naméfeny koncentrace DNA izolované ze separacnich smési.
Postupovano bylo podle kapitoly 7.5.3. Na Grafu 5 jsou zobrazeny zavislosti absorbance
na vinové délce. Hodnoty koncentraci DNA a poméry absorbanci Ajsp/Azso byly zapsany
do Tabulky 16.

Graf 5: Grafické zndzornéni zavislosti absorbance DNA na vinové délce. Mérena byla DNA izolovand
z riiznych mnozstvi homogendtu (125 ul, 150 ul a 175 pl) v separacnich smésich s CTAB pufrem
s 1,5 M NaCl a 16%, 10% a 8% PEG ve tfech opakovdanich (a, b, c).
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Tabulka 16: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA. Mévend DNA byla izolovdana
z riiznych mnozstvi homogendtu v CTAB s 1,5M NaCl v separacnich smeésich, které se lisily
koncentraci PEG (8%, 10% a 16%) ve tFech opakovadnich.

ZmrazZena Cervena fepa
koien (300 mg) Celkové
Koncentrace mno¥stvi A A A A
Mnois tVi DN A [n g /l.ll] DNA [n ] 260 280 260/280 260/230
homogenatu | PEG (%) 8
[ul]
9,0 450 0,181 0,098 1,84 0,48
125 16 7,0 350 0,141 0,071 1,67 0,60
7,1 355 0,142 | 0,084 1,70 0,80
13,8 690 0,276 | 0,171 1,61 0,40
150 10 6,4 320 0,128 | 0,073 1,76 0,71
13,1 655 0,261 0,176 1,48 0,47
15,6 780 0,312 | 0,181 1,72 0,32
175 8 15,3 765 0,506 | 0,334 1,51 0,36
14,2 710 0,285 | 0,161 1,77 0,55

— Z vétsiho mnozstvi homogenatu bylo izolovano veétsi mnozstvi DNA.

— Nejvétsi mnozstvi DNA bylo izolovano ze separacnich smési s 8% PEG (14,2—-15,6 ng/ul).

DNA byla zneciSténa A260/A230= 1,5 1-1 ,77 a A260/A230=0,32—0,55.
8.5.1.2 Amplifikace DNA pomoci PCR

Kvalita DNA byla ovéfena pomoci PCR. DNA byla amplifikovana polymerazovou fetézovou
reakci podle postupti v kapitole 7.5.4. Produkty PCR byly detegovany pomoci agar6zové
gelové elektroforézy dle kapitoly 7.5.5. Na Obrazku 17 je zobrazen gel po skonceni
elektroforézy, ktery byl pozorovan pod UV svétlem.
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Obrazek 17: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR (asi 700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovana z riznych mnozZstvi homogenati v CTAB pufru s 1,5 M NaCl v separacnich smésich s 8%,

10% a 16% koncentraci PEG.

e2a 4 5 6 7 8 9 101112

1500 bp

1000 bp

produkty PCR

500 bp

Beh | DNA | it | PSP | proPCRamés | produkis PCR

PK (B.

1 oleracea 2 T+
1 ng/pl)

2 DNA standard

3 NK - -

4 18,0 ++

5 125 16 14,0 ++

6 14,2 ++

7 Zmrazena 27,6 i

8 éervena fepa- 150 10 12,8 ++

9 kofen 26.2 ++

10 31,2 ++

11 175 8 30,6 ++

12 28,4 ++

— produkt PCR nedetegovan

+, ++, +++ detegovan produkt PCR rizn¢ intenzity
PK- pozitivni kontrola, NK— negativni kontrola
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— DNA byla amplifikovana a byly detegovany intenzivni produkty PCR v délce asi 700 bp.
8.5.2 Izolace DNA z homogenatiu v CTAB s 2 M NaCl

DNA byla izolovana ze tfi riznych separacnich smesi, lisici se koncentraci PEG (16%, 10%,
8%) a mnozstvim homogenatu (125 pl, 150 ul a 175 pl) pfipravenych v CTAB pufru
s 2 M NaCl podle kapitoly 7.5.2, Tabulky 6. Eluce byla provedena do 50 pl TE pufru.

8.5.2.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Spektrofotometricky byla méfena koncentrace a Cistota DNA. Postupovano bylo podle
kapitoly 7.5.3. Graf 6 zobrazuje zavislost absorbance na vinové délce. Koncentrace DNA
a poméry absorbanci Ajep/Asgo jsou uvedeny v Tabulce 17.

Graf 6: Grafické zndzornéni zavislosti absorbance na vinové délce. Mérena byla DNA izolovina
z riiznych mnozstvi homogendtu (125 ul, 150 ul, 175 pl) v separacnich smésich s CTAB pufrem s 2 M
NaCl a s 16%, 10% a 8% PEG ve trech opakovdnich (a, b, c).
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Tabulka 17: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Ccistoty DNA. DNA byla izolovana
z riiznych mnozstvi homogenatu v CTAB s 2 M NaCl v separacnich smésich, které se lisily koncentraci
PEG (8%, 10% a 16%) ve tfech opakovdnich.

ZmrazZena Cervena fepa
koien (300 mg) Celkové
Koncentrace ..., A A A A
Mnozstvi DNA [ng/pl] mnozstvi 260 280 260/280 260/230
homogenatu | PEG (%) DNA [ng]
My
16,0 800 0,519 0,333 1,56 0,53
125 16 9,7 485 0,195 0,108 1,80 0,80
10,6 530 0,212 0,109 1,94 0,73
8,3 415 0,165 0,115 1,44 0,76
150 10 7,0 350 0,139 0,076 1,84 0,61
21,1 1 055 0,422 0,280 1,50 0,52
8.5 425 0,170 0,083 1,66 0,68
175 8 23,3 1165 0,467 0,295 1,58 0,42
18,7 935 0,374 0,246 1,52 0,53
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— Z vétsiho mnozstvi homogenatu bylo izolovano veétsi mnozstvi DNA.

— Nejveétsi mnozstvi DNA bylo izolovano ze separacni smesi s 8% PEG (8,5-23,3 ng/ul).
— DNA byla znecisténa (Aas0/Azgo= 1,44—1,94, Aseo/ A2z0= 0,42-0,80).

8.5.2.2 Amplifikace DNA pomoci PCR

DNA byla amplifikovana polymerazovou fetézovou reakci podle postupt v kapitole 7.5.4.
Produkty PCR byly detegovany pomoci agar6zové gelové elektroforézy dle kapitoly 7.5.5.
Na Obrazku 18 je zobrazen gel po skoncCeni elektroforézy, ktery byl pozorovan pod UV
svétlem.

Obrazek 18: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR (asi 700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovana z riiznych mnozstvi homogendtii v CTAB pufru s 2 M NaCl v separacnich smésich s 8%,
10% a 16% PEG.

2S4S 6 7 .8 910 1 18

1500 bp
1000 bp
produkty PCR
500 bp —
100 bp ——
Mnozstvi
Mnozstvi DNA [ng] Detekce
Béh DNA h A PEG (%
¢ N om([)fle]:natu G (%) pro PCR smés produktu PCR
PK (M.
1 tabacum 2 +++
1 ng/pl)
2 DNA standard
3 NK - _
4 32,0 ++
5 125 16 19,4 ++
6 Zmrazena 21’2 4+
dervena fepa-

7 koien 16,6 ++
8 150 10 14,0 ++
9 422 ++
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10 17,0 ++

11 175 8 46,6 ++

12 374 ++
— produkt PCR nedetegovan

+, ++, +++ detegovan produkt PCR rizn¢ intenzity
PK- pozitivni kontrola, NK— negativni kontrola

— DNA byla amplifikovéna a byly detegovany pomémé intenzivni produkty PCR v délce
asi 700 bp.

8.5.3 Izolace DNA z homogenati v CTAB s 2,5 M NaCl

Pro izolaci DNA byly namichany tfi rizné separacni smési, lisici se koncentraci PEG (16%,
10%, 8%) a mnozstvim homogenatu (125 pl, 150 wl a 175 ul) podle kapitoly 7.5.2, Tabulky 6.
DNA byla eluovana do 50 ul TE pufru.

8.5.3.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Byly nameéteny koncentrace a Cistota DNA izolované z Cerstvé Cervené fepy. Postupovano
bylo presné podle kapitoly 7.5.3. Zavislosti absorbance na vinové délce jsou zobrazeny
na Grafu 7, koncentrace DNA a pomeéry absorbanci Ajg/Axg jsou v Tabulce 18.

Graf 7: Grafické zndzornéni zavislosti absorbance na vinové délce. Mérena byla DNA izolovina
z riiznych mnozstvi homogendtu (125 ul, 150 pl, 175 pl) v separacnich smésich s CTAB pufrem s 2,5 M
NaCl a s 16%, 10% a 8% PEG ve trech opakovdnich (a, b, c).
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Tabulka 18: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA. Mévenda DNA byla izolovdana
z homogendtu v CTAB s 2,5 M NaCl v separacnich smésich, které se lisily koncentraci PEG 6000 (8%,
10% a 16%), ve trech opakovanich.

ZmrazZena Cervena fepa

koien (300 mg) Celkové
Koncentrace | stvi | A A A A
MnOiStVl' DNA [n g/ul] DNA [n ] 260 280 260/280 260/230
homogenatu | PEG (%) 8
[ml]
15,7 785 0,135 0,063 1,76 0,77
125 16 10,0 500 0,199 0,102 1,72 0,86
11,1 555 0,222 0,124 1,78 0,80
12,1 605 0,242 0,138 1,75 0,76
150 10 9,1 455 0,181 0,095 1,90 0,71
15,0 750 0,299 0,176 1,70 0,73
21,3 1 065 0,225 0,121 1,80 0,86
175 8 17,4 870 0,349 0,193 1,81 1,01
19,0 950 0,381 0,208 1,83 0,91

— Z vétsiho mnozstvi homogenatu bylo izolovano veétsi mnozstvi DNA.

— Nejvetsi mnozstvi DNA bylo izolovano ze separa¢ni smési se 175 ul homogenatu a 8%

PEG.

— DNA byla méné znecisténa (Azso/AzgoZ 1,70—1,90; A260/A23o= 0,71—1,01).

8.5.3.2 Amplifikace DNA pomoci PCR

DNA byla amplifikovana polymerazovou fetézovou reakci podle postupt v kapitole 7.5.4.
Produkty PCR byly detegovany pomoci agar6zové gelové elektroforézy dle kapitoly 7.5.5.
Na Obrazku 19 je zobrazen gel po skoncCeni elektroforézy, ktery byl pozorovan pod UV

svétlem.
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Obrazek 19: Detekce produktiic PCR pomoci agarozové gelové elektroforézy (asi 700 bp).
Amplifikovana byla DNA izolovana z riiznych mnozZstvi homogendtii v CTAB pufru s 2,5 M NaCl

v separacnich smésich s 8%, 10% a 16% PEG.

7

8§ 9 10g 11

1500 bp

1000 bp

produkty PCR

500 bp

O s T v B vt
1 31,4 +++
2 125 16 20,0 +++
3 22,2 +++
4 Zmrazena 24,2 i
5 éervena fepa- 150 10 18,2 ++
6 kofen 30.0 ++
7 42,6 ++
8 175 8 34,8 +++
9 38,0 +++

PK (M.
10 tabacum 2 4+
1 ng/pl)
11 DNA standard
12 NK - -
— produkt PCR nedetegovan

+, ++, +++ detegovan produkt PCR rizn¢ intenzity

PK- pozitivni kontrola, NK— negativni kontrola

— DNA byla amplifikovana a byly detegovany intenzivni produkty PCR v délce asi 700 bp.
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8.5.4 Izolace DNA z homogenatia v CTAB s 3 M NaCl

Pro izolaci DNA byly namichany tfi rizné separacni smési, lisici se koncentraci PEG (16%,
10%, 8%) a mnozstvim homogenatu (125 pl, 150 wl a 175 ul) podle kapitoly 7.5.2, Tabulky 6.
Eluce byla provedena do 50 ul TE pufru.

8.5.4.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Byly nameéteny koncentrace a Cistota DNA izolované z Cerstvé Cervené fepy. Postupovano
bylo presné podle kapitoly 7.5.3. Graf 8 znazorfiuje zavislosti absorbance na vinové délce.
V Tabulce 19 jsou zobrazeny naméfené hodnoty koncentrace DNA a pomeéry absorbanci
Aa60/Aaso-

Graf 8: Grafické zndzornéni zavislosti absorbance na vinové délce. Mérena byla DNA izolovina
z riiznych mnozstvi homogendtu (125 ul, 150 ul, 175 pl) v separacnich smésich s CTAB pufrem s 3 M
NaCl a s 16%, 10% a 8% PEG ve trech opakovdnich (a, b, c).

¢ 12520 * 150a
s 1500

25 s 150 = 175¢

3.0

20

10mm Absorbance

0 250 240 250 250 i 280 250 300 310 30 350 0
Wavedangth (nim)

Tabulka 19: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Ccistoty DNA. DNA byla izolovana
z homogendtu v CTAB s 3 M NaCl, které se lisily koncentraci PEG 6000 (8%, 10% a 16%) ve tfech
opakovanich.

ZmrazZena Cervena fepa
koien (300 mg) Celkové
Koncentrace ..,
DNA [ng /Ml] mnozstvi Ao Asgo Aseorso Ao
Mnozstvi PEG DNA [ng]
homogenatu [pl] (%)
12,5 625 0,250 0,153 1,64 0,60
125 16 16,2 810 0,824 0,604 1,36 0,35
22,1 1105 0,443 0,302 1,47 0,64
17,8 890 0,357 0,235 1,52 0,68
150 10 11,4 570 0,227 0,144 1,58 0,71
16,1 805 0,322 0,229 1,41 0,50
10,6 530 0,211 0,127 1,66 0,68
175 8 12,5 625 0,251 0,146 1,72 0,84
11,2 560 0,224 0,150 1,49 0,94
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— Nejvétsi mnozstvi DNA bylo izolovano ze 125 yl homogenatu v separaéni smési s 16%
PEG (12,5-22,1 ng/ul).

— DNA byla znelisténa (A260/Azgo= 1,36—1,72; A260/A23o= 0,35—0,94).
8.5.4.2 Amplifikace DNA pomoci PCR

DNA byla amplifikovana polymerazovou fetézovou reakci podle postupt v kapitole 7.5.4.
Produkty PCR byly detegovany pomoci agar6zové gelové elektroforézy dle kapitoly 7.5.5.
Na Obrazku 20 je zobrazen gel po skoncCeni elektroforézy, ktery byl pozorovan pod UV
svétlem.

Obrazek 20: Detekce produktiic PCR pomoci agarozové gelové elektroforézy (asi 700 bp).
Amplifikovana byla DNA izolovand z riiznych mnozstvi homogendtii v CTAB pufru s 3 M NaCl
v separacnich smésich s 8%, 10% a 16% PEG.

Pe2=3i"4 "5 67 -8 971011 %2

1500 bp

1000 bp

- I T RSN produkty PCR
500 bp

Mnozstvi
1 25,0 +++
2 125 16 32,4 ++
3 442 ++
4 Zmrazena 35,6 A
5 éervena fepa- 150 10 22,8 ++
6 kofen 32,2 ++
7 21,2 +++
8 175 8 25,0 ++
9 22,4 ++
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PK (B.
10 oleracea 2 +++
1 ng/pl)

11 DNA standard

12 NK - -

— produkt PCR nedetegovan
+, ++, +++ detegovan produkt PCR rizn¢ intenzity
PK- pozitivni kontrola, NK— negativni kontrola

— DNA byla amplifikovéna a byly detegovany pomémé intenzivni produkty PCR v délce
asi 700 bp.

8.5.5 Porovnani mnozstvi a kvality izolované DNA

U separaCnich smési z homogenatl s CTAB s riznym mnozstvim NaCl a PEG bylo
porovnano mnozstvi a kvalita izolované DNA.

8.5.5.1 Mnozstvi izolované DNA

Hodnoty celkovych mnozstvi DNA izolovanych z kofene zmrazené Cervené tfepy (300 mg)
jsou uvedeny v predchozich Tabulkach 16-19. Byly vypocteny primémé hodnoty
(Tabulka 20) a porovnany v Grafu 9.

Tabulka 20: Primérné hodnoty celkového mnozZstvi izolované DNA v separacnich smésich
obsahujicich riizné mnozstvi NaCl a riizné mnozstvi PEG. Hodnoty jsou uvedené v ng.

PEG
Celkové mnozstvi DNA [ng]
16% 10% 8%

5 1,5M 7,70 11,10 15,03
z 2M 12,13 12,13 16,83
wn

ﬁ 2,5M 12,27 12,07 19,23
[

&) 3M 16,93 15,1 11,43
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Graf 9: Zavislost mnozstvi izolované DNA na mnozZstvi NaCl v lyzacnim pufru s CTAB, na mnoZstvi
homogendtu (125 ul, 150 ul, 175 ul) a na koncentraci PEG (16%, 10%, 8%) v separacni smési.

Mnozstvi izolované DNA
125 pl, 16% PEG

25 -
e 150 pl, 10% PEG
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a

15 -
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CTAB s NaCl

— Nejvétsi mnozstvi DNA bylo izolovano z 175 ul homogenatli ze separacni smeési
s homogenaty v CTAB pufru s 2,5 M NaCl a 8% PEG.

8.5.5.2 Kbvalita DNA

Kvalita izolované DNA byla zjisténa z pomeéru absorbanci Aso/Azs0. Pomér vinovych délek
260 nm a 280 nm ukazuje miru zneciSténi DNA proteiny. Hodnota s pomérem absorbanci
mezi 1,8-2,0 je povazovana jako cCistda DNA. Pokud je hodnota vyssi nez 2,0 je DNA
znecisténa RNA, v pfipadé€ nizsi hodnoty je DNA znecisténa proteiny.

Kvalita DNA lze zjistit také z pomért absorbanci Ajg/Az30. Z tohoto poméru usuzujeme,
je-li DNA znecisténa polyfenoly. Za Cistou DNA povazujeme hodnotu blizici se 2,0. Nizsi
hodnota ukazuje znecisténi polyfenolickymi latkami.

Hodnoty poméri absorbanci Azsn/Azso a Aze0/A230 u izolovanych DNA (Tabulky 16—-19)
byly zprimérovany a uvedeny do Tabulky 21 a Tabulky 22 a znazornény na Grafu 10
a Grafu 11.

Tabulka 21: Priumérné hodnoty pomérii absorbanci Ays/Azsy 7 DNA izolované ze separacnich smési.

PEG

Poméry absorbanci Axep/Asgg

16% 10% 8%
5 1,5M 1,74 162 1,67
S oM 1,77 1,59 1,78
7/]
ﬁ 2,5M 1,75 1,78 1,81
[
3) 3IM 1,49 1,50 1,62
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Graf 10: Zavislost poméru absorbanci Ajzsy/Azsp na mnozstvi NaCl v lyzacnim pufru s CTAB, mnozstvi

homogendtu a na koncentraci PEG.

A gon/A ,gonm

1,5M

DNA (A260/ A280)

2M

2,5M
CTAB s NaCl

125 pl, 16% PEG
150 pl, 10% PEG
175 ul, 8% PEG

Tabulka 22: Priimérné hodnoty pomérii absorbanci Azsy/Az30 z DNA izolované ze separacnich smési.

PEG
Pomeéry absorbanci Axep/Azzo

16% 10% 8%
5 1,5M 0,63 0,53 0,41
z 2M 0,69 0.63 0.54
7/]
ﬁ 25M 0,81 0,73 0,93
[
Q 3IM 0,53 0,63 0,82
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Graf 11: Zdvislost poméru vinovych délek Ajs/Azzo na mnozstvi NaCl v lyzacnim pufru s CTAB,
mnozstvi homogendtu a na koncentraci PEG.
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— Nejlepsich poméra absorbanci Aseo/Asgg dosahovaly DNA izolované ze 175 pl homogenata
v CTAB pufru s 2,5 M NaCl a 8% PEG.

— Nejvyssitho poméru absorbanci Aje/Az3z0 dosahovala DNA izolovana ze 175 ul
homogenati v CTAB pufru s 2,5 M NaCl v separacni smési s 8% PEG.

8.5.5.3 Amplifikace DNA v PCR

Byla porovnana intenzita produktd PCR po amplifikaci DNA izolovanych ze separacnich
smési s CTAB z homogenatli s riznym mnozstvim NaCl a PEG. Byly detegovany intenzivni
produkty PCR o velikosti asi 700 bp. Nejintenzivnéjsi produkty PCR byly detegovany u DNA
izolované ze separacni smési s CTAB s 2,5 M NaCl.

— Pro dalsi izolaci DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR byl pouzivan CTAB pufr s 2,5 M NaCl
a 8% PEG.

8.6 Optimalizace teploty a doby eluce

DNA byla izolovana z 300 mg zmrazeného kofene Cervené fepy, postupovano bylo
podle kapitoly 7.5.1. Smés byla homogenizovana v lyzacnim pufru s CTAB s 2,5 M NaCl bez
pridavku chloroform- oktanolu. Po inkubaci a centrifugaci byla odebrana vrchni faze s DNA.
Do separacni smeési bylo pouzito 175 ul homogenatu, 50 ul PEG (vysledna koncentrace 8 %)
a 25 ul magnetickych ¢astic P(GMA). DNA byla eluovana do 50 ul TE pufru podle kapitoly
7.5.2, Tabulka 6.

Eluce byla provadéna pii laboratorni teploté (18°C)/15 min, nésledné pii 25°C/15 min
a 60°C/15 min. Po odebrani 2 ul eluované DNA pro PCR smés byly vzorky ponechany eluci
v TE pufru 2 dny pii 18°C.

8.6.1 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace a Cistota DNA byla méfena pomoci NanoDropu, kde byla sledovana teplota
adoba eluce v TE pufru. DNA ze zmrazené fepy byla izolovana ve tfech opakovanich.
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Absorpéni kiivky jsou zobrazeny v Grafu 12, hodnoty spektrofotometrického stanoveni jsou
zobrazeny v Tabulce 23. Méfena byla také eluce po 2 dnech pii 18°C.

Graf 12: Grafické znazornéni zavislosti absorbance na vinové délce. DNA byla izolovana
ze zmrazeného korene cervené repy. Sledovana byla teplota eluce v TE pufru pri 18°C, 25°C a 60°C
ve tfech opakovanich (a, b, c).
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Tabulka 23: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA. U izolované DNA z korene
zmrazené cervené repy byla sledovana teplota a doba eluce v TE pufru. DNA byla izolovana ve trech

opakovanich.
ZmraZena Cervena
fepa koren (300 mg) Celkové | Primérné
Koncentrace v ., v o .
DNA [ng/ul] mnozstvi mnozstvi Az Asgo | Aseonso | Aseorso
Teplota | Doba W1 DNA [ng] | DNA [ng]
eluce eluce
15,7 785 0,315 | 0,215 1,47 0,67
18°C 15 min 13,4 670 610 0,267 | 0,164 1,63 0,63
7,5 375 0,150 | 0,092 1,62 0,74
18,5 925 0,369 | 0,238 1,55 0,70
25°C 15 min 13,5 675 685 0,259 | 0,175 1,49 0,73
9,1 455 0,183 | 0,117 1,56 0,71
19,5 975 0,390 | 0,258 1,51 0,67
60°C 15 min 14,7 735 798 0,294 | 0,192 1,53 0,77
13,7 685 0,275 | 0,174 1,58 0,76
19,8 990 0,289 | 0,182 1,58 0,79
18°C 2 dny 16,2 810 852 0,364 | 0,211 1,72 0,81
15,1 755 0,322 | 0,184 1,75 0,88

— Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace DNA na 7,5-19,8 ng/ul.

— Testovana teplota ani doba eluce nemela na mnozstvi izolované DNA vyrazny vliv.
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8.6.2 Amplifikace DNA pomoci PCR

Izolovana DNA byla amplifikovana polymerazovou fetézovou reakci podle postupt
v kapitole 7.5.4. Produkty PCR byly detegovany pomoci agardézové gelové elektroforézy
dle kapitoly 7.5.5. Na Obrazku 21 je zobrazen gel po skonceni elektroforézy, ktery byl
pozorovan pod UV svétlem.

Obrazek 21: Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR (asi 700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovand ze zmrazZené Cervené fepy korene. Byla testovana riznd teplota (18°C, 60°C) a doba eluce
(2 dny, 15 min) do TE pufru.

2 34 5 6 7 58

1500 bp

1000 bp

produkty PCR

500 bp
100 bp
Teplota Doba Mnozstvi DNA Detekce
Béh DNA P Opakovini | [ng] pro PCR produktu
eluce eluce v
smeés PCR
1 a 28,8 +++
2 18°C 2 dny b 36,4 +++
3 Zmraiené c 32’2 +++
éervena fepa-
4 koifen a 39,0 +++
5 60°C 15 min b 29,4 +++
6 c 27,4 +++
PK (B.
7 oleracea 2 +++
1 ng/pl)
8 DNA standard
9 NK _ _
— produkt PCR nedetegovan

+, ++, +++ detegovan produkt PCR rizn¢ intenzity
PK- pozitivni kontrola, NK— negativni kontrola

— Byly detegovany intenzivni produkty PCR ptedpokladané délky.
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8.7 Izolace rostlinné DNA z potravinovych vyrobki obsahujicich ¢ervenou iFepu

DNA byla izolovana z téchto potravinovych vyrobkt obsahujicich Cervenou fepu: dmBio
pomazanka z Cervené fepy a kiene (vegan), détsky pitikrm HiPP obsahujici Cervenou fepu
s jablky a hovézim masem a 100% bio §tava z jablek a Cervené fepy (Obrazek 5, 6, 7).
Pro izolaci rostlinné DNA bylo odvazeno 300 mg potravinovych vyrobkl, v ptipadé stavy
bylo odebrano 200 pl.

Homogenaty byly pfipraveny v lyza¢nim pufru s CTAB s2,5M NaCl a 8% PEG. DNA
byla izolovana po piidavku chloroform- oktanolu podle postupu v kapitole 7.5.1.2. Pro izolaci
DNA pomoci magnetickych castic byla namichana separa¢ni smés podle kapitoly 7.5.2,
Tabulka 6. DNA byla eluovana do 50 ul TE pufru (25°C/15 min).

8.7.1 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Byly stanoveny koncentrace a Cistota DNA izolované z vyrobka obsahujicich cervenou fepu.
Postupovano bylo podle kapitoly 7.5.3. Zavislosti absorbance na vlnové délce byly
znazornény na Grafu 13 z DNA izolované z potravinovych vyrobku s pfidavkem chloroform-
oktanolu. Naméfené hodnoty koncentrace DNA a pomeéry absorbanci Ajgp/Azgy jsou
zobrazeny v Tabulce 24.

Graf 13: Absorpcni kiivky DNA izolované z vyrobkii obsahujicich cervenou rfepu. DNA byla izolovana
v separacni smési s lyzacnim pufrem s CTAB s 2,5 M NaCl a 8% PEG s pridavkem chloroform-
oktanolu ve tFech opakovdnich (a, b, c).
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Tabulka 24: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA a poméry absorbanci. DNA byla
izolovdna z vyrobkii obsahujicich Cervenou tepu z homogendtii s pridavkem chloroform- oktanolu
ve tfech opakovdnich (a, b, c).

Vyrobky z Cervené fepy/ | Koncentrace Celkvove’
opakovani DNA [ng /Ml] mnozstvi Ao Asgo Azso/zso A260/230
P DNA [ng]
a 11,8 590 0236 | 0,153 | 1,54 1,04
dmBio pomazinka | 12,1 605 0242 | 0.130 | 1.86 1.16
(300 mg)
c 10,6 530 0213 | 0,123 | 1,73 1,07
a 17,5 875 0349 | 0205 | 1,70 0,60
Détsky piikrm
b 24.1 1205 0481 | 0274 | 1,76 0.57
HiPP (300 mg)
c 22.8 1 140 0455 | 0272 | 167 0.58
a 4,7 235 0,094 | 0,052 | 1,80 0.81
Bio $t'ava 100% ™ 3.2 160 0064 | 0037 | 176 | 094
(200 pl)
¢ 3.6 180 0072 | 0042 | 171 0.94

— DNA byla izolovana z potravinovych vyrobkt obsahujicich ¢ervenou fepu v koncentraci
3,2-24,1 ng/pl.

8.7.1.1 Amplifikace DNA v PCR

Byla provedena amplifikace izolované DNA s pfidavkem chloroform- oktanolu pomoci PCR
podle kapitoly 7.5.4. Produkty PCR nebyly pomoci agar6zové gelové -elektroforézy
detegovany. Proto byla DNA pieci§tovana srazenim isopropanolem.

8.7.2 Precisténi DNA presrazenim isopropanolem

Byla izolovana DNA z potravinovych vyrobki obsahujicich Cervenou fepu. Smés byla
homogenizovéana v lyza¢nim pufru s CTAB s 2,5M NaCl a 8% PEG podle kapitoly 7.5.2,
Tabulka 6. Pred izolaci DNA byl pouzit pridavek chloroform- oktanolu a pfesrazeni
isopropanolem podle postupt v kapitole 7.5.1.2 a 7.5.1.3 z divodu komplexniho slozeni
vzorkt. Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace a Cistota DNA. Zavislosti
absorbance na vlnové délce byly znazornény na Grafu 14 a naméfené hodnoty koncentrace
DNA a poméry absorbanci Axsn/Azsp jsou zobrazeny v Tabulce 25.
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Graf 14: Absorpcni kiivky DNA izolované z vyrobkii obsahujicich cervenou rfepu. DNA byla izolovdna
v lyzacnim pufru s CTAB s2,5M NaCl s pridavkem chloroform- oktanolu a po presrdzZeni
isopropanolem ve tfech opakovanich (a, b, c).
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Tabulka 25: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Ccistoty DNA. DNA byla izolovana
z vyrobkii obsahujicich Cervenou repu ve tech opakovanich z homogenatii v lyzacnim pufru s 2,5 M
NaCl s pridavkem chloroform- oktanolu a po presrdzeni isopropanolem.

Vyrobky z Cervené fepy/ Koncentrace Celkvove’
opakovzini DNA [ng /Ml] mnozstvi Az Az Aseons0 | Azeo3o
DNA [ng]
a 3,2 160 0,064 0,041 1,56 1,86
dmBio pomazinka 32 160 0,064 | 0,039 | 1,63 | 093
(300 mg)
c 2,0 100 0,040 0,027 1,49 -
a 1,7 85 0,034 0,023 1,46 1,14
Détsky piikrm
2 14 4 1,2
HiPP (300 mg) b 9 5 0,059 0,046 ,26 0,86
c 1,8 90 0,036 0,031 1,17 0,79
a 1,2 60 0,025 0,017 1,47 -
Bio §t’ava 100%
b 1,8 90 0,036 0,028 1,27 -
(200 pub)
c 3,9 195 0,078 0,059 1,34 0,74

— Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace DNA na 1,2-3,9 ng/ul.

8.7.3 Amplifikace DNA pomoci PCR

Izolovana DNA (Tabulka 25) byla amplifikovana polymerazovou tetézovou reakci podle
postupti v kapitole 7.5.4. Produkty PCR byly detegovany pomoci agarozové gelové
elektroforézy dle kapitoly 7.5.5 na 1,2% agaroze.

8.7.3.1 PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev

Na Obrazku 22 je zobrazena gelova elektroforéza produkti PCR. Gel byl dobarven ethidium
bromidem a pozorovan pod UV svétlem.
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Obrazek 22: Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR (asi 700 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovanad z vyrobkii obsahujicich cervenou vepu v lyzacnim pufru s CTAB s pridavkem chloroform-
oktanolu a isopropanolu.

1500 bp

1000 bp

produkty PCR
—— 500 bp

Béh Vyrobky z Cervené fepy/ opakovani Mnoistl:régljrﬁg:g] pro prol(:i):l::;ll(lcle; CR
1 6.4 +
2 dmBio pomazanka 6.4 +
3 4,0 +
4 34 +
5 Détsky piikrm HiPP 5,8 +
6 3,6 +
7 2,4 +
8 Bio stava 100% 3,6 +
9 7,8 +
10 PK (B. oleracea 1 ng/ul) 2 +++
11 NK - -
12 DNA standard

— produkt PCR nedetegovan

+, ++, +++ detegovan produkt PCR rizn¢ intenzity
PK- pozitivni kontrola, NK— negativni kontrola

— DNA byla amplifikovana a byly detegovany produkty PCR v délce asi 700 bp slabé
intenzity. Vedle specifickych produkti PCR byla detegovana S$mouha nespecifickych

produkti PCR.
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8.7.3.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev

DNA izolovana z potravinovych vyrobku preCistovana piesrazenim isopropanolem byla
amplifikovana v PCR pomoci primert 26S for a 26S rev. Poté byly detegovany produkty
PCR agar6zovou gelovou elektroforézou, gel byl pozorovan pod UV svétlem, viz Obrazek 23.

Obrazek 23: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR (asi 220 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovand z vyrobkii obsahujicich cervenou vepu v lyzacnim pufru s CTAB s 2,5 M NaCl s prFidavkem
chloroform- oktanolu a isopropanolu.

1°2°3 4-5:6 7T 8 910

1 500 bp
1 000 bp
500 bp
produkty PCR
100 bp
« , « . ., Mnozstvi DNA [ng] pro Detekce
Béh Vyrobky z cervené iepy/ opakovani PCR smés produktu PCR
1 a 2,4 ++
2 Bio §tava 100% b 3,6 +
3 c 7,8 ++
4 a 3,4 +
5 Détsky ptikrm HiPP b 5,8 +
6 c 3,6 ++
7 a 6,4 +
8 dmBio pomazanka b 6,4 ++
9 c 4,0 +
10 PK (B. oleracea 1 ng/pl) 2 +++
11 NK - _
12 DNA standard
— produkt PCR nedetegovan

+, ++, +++ detegovan produkt PCR rizn¢ intenzity
PK- pozitivni kontrola, NK— negativni kontrola

— DNA byla amplifikovana a byly detegovany produkty PCR v délce asi 220 bp slabsi
intenzity.
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9 DISKUZE

9.1 Zpracovani rostlinného materialu pro analyzu DNA

Cilem izolace DNA bylo ziskat pfedevsim Cisty produkt v co nejvysSim mozném mnozstvi
a v takové kvalité, aby se mohla pouzit jako matrice do PCR. Rostlinny material vsak
obsahuje velké mnozstvi polysacharida, proteint, polyfenold a jinych latek, které mohou mit
vliv na kvalitu a celkové mnozstvi izolované DNA, a proto je dulezité snizit mnozstvi téchto
latek na minimum. K redukci mnozstvi izolovanych polysacharidi lze pouzit vyssi
koncentrace NaCl k extrakénimu CTAB pufru a k odstranéni polyfenold B-mercaptoethanol.
[23] Rostlinnou tkan lze také béhem samotné homogenizace mrazit a tim snizit vliv
polyfenolu. [24]

V této praci byla testovana mikrometoda izolace DNA. Proto se pracovalo s malymi
navazkami tkané. Pro kofen cCervené fepy byla optimalni navazka 300 mg. Rostlinnda DNA
z Cervené fepy byla izolovana pomoci lyzacniho pufru s CTAB s piidavkem a bez ptidavku
chloroform- oktanolu. Smési chloroform- oktanolu dochazelo po centrifugaci k rozdéleni fazi
a tim také k deproteinaci. [19]

9.2 Mnozstvi a kvalita DNA izolované pomoci magnetickych mikrocastic

Pro ziSténi koncentrace a Cistoty izolované DNA byly pomoci NanoDropu 2000
spektrofotometricky méfeny absorbance v rozpéti vinovych délek 230-320 nm. Pomeér
absorbanci Aygp/Azgp se pro Cistou DNA pohybuje mezi 1,8-2,0. Pokud je pomér absorbanci
nizsi nez 1,8, DNA je pravdépodobné znecisténa proteiny, je-li pomér absorbanci vyssi nez
2,0, jedna se o znecisténi RNA. [3] Dalsi hodnota ukazujici Cistotu DNA je pomér absorbanci
Aseo/Anzo, ktera by méla byt vétsi nez 1. Nizsi pomér absorbanci signalizuje znecisténi DNA
zejména polyfenoly. Rostlinna DNA muze byt znecisténa také solemi a polysacharidy. [25]

Podle namétrenych hodnot v Tabulce 12 byla koncentrace DNA s pfidavkem chloroform-
oktanolu vyssi (10,4-22,8 ng/ul) s jednou vyjimkou (6,7 ng/ul) nez bez pfidavku chloroform-
oktanolu (4,2-7,0 ng/ul). Jelikoz jsou poméry absorbanci pfi vlnovych délkach Asgn/Azso
mensi nez 1,8, DNA je pravdépodobné znecisténa proteiny. DNA se vSak amplifikovala
v PCR. Po amplifikaci DNA byly produkty PCR detegovany na gelu (velikosti asi 700 bp,
Obrazek 12). Znecisténi nemelo negativni vliv (neinhibivalo) amplifikaci. DNA izolovana
v lyzacnim pufru s CTAB s ptidavkem chloroform- oktanolu davala po amplifikaci produkty
PCR ve vyssi intenzité nez DNA izolovana z homogenata bez ptidavku chloroform- oktanolu.
Duivodem je pravdépodobné vétsi mnozstvi Cistsi DNA pouzité pro PCR smés. Produkty PCR
po amplifikaci 10x fedéné DNA nebyly detegovany na agardézovém gelu. Mnozstvi DNA
v PCR smési bylo zieymé piili§ nizké.

9.3 1Izolace DNA z Cerstvé, zmrazené, suSené a sterilované ¢ervené repy

Rostlinnd DNA z Cerstvé, zmrazené, suSené a sterilované Cervené fepy (300 mg) byla
izolovana v lyzaénim pufru s CTAB s piidavkem a bez pifidavku chloroform- oktanolu.
Podle ziskanych dat uvedenych v Tabulce 13 byla spektrofotometricky stanovena koncentrace
DNA na 1,1-18,6 ng/ul. U Cerstvé a zmrazené Cervené fepy byly naméfené koncentrace DNA
vysSi nez u suSené a sterilované fepy. Pravdépodobné je to zapfi¢inéno zpisobem zpracovani
vyrobki (suseni, sterilace), pti niz mize dochazet k degradaci DNA. Zmrazena Cervena fepa
byla izolovana ve vySsi koncentraci nez Cerstva. Zmrazeni Cerstvé zeleniny a nasledné
rozmrazeni mohlo pfispét k rozbiti vétSiho poctu rostlinnych bunék béhem homogenizace

64



v CTAB pufru. U vétSiny izolovanych DNA byla po ptidavku chloroform- oktanolu nameétena
niz§i koncentrace DNA neZz bez ptidavku chloroform- oktanolu, coz bylo zfejmé zptisobeno
ztratou DNA béhem precistovani vzorkd.

DNA byla izolovana z 300 mg rostlinného materialu pomoci magnetickych mikrocastic
P(GMA). Tato separace DNA na pevné fazi se jiz diive osvédc¢ila pti izolaci amplifikovatelné
DNA z komplexnich vzorkt potravin. [54] Po amplifikaci byly detegovany produkty PCR
v délce asi 700 bp. Na vlastni amplifikaci DNA nemél ziejmé vliv zptsob zpracovani Cervené
fepy (mrazeni, suSeni, sterilace). Znamena to, ze DNA nebyla pfili§ degradovana a ze stupen
degradace neovlivnil amplifikaci.

9.4 Testovani mnozstvi homogenatu a NaCl v separa¢ni smési

Z drivejsich praci [37] a z vysledka ziskanych v této diplomové praci se ukazalo, ze vazbu
DNA na magnetické Castice vyrazné€ ovliviiuje mnozstvi NaCl v separacnich smésich. Proto
byla DNA izolovana ze Ctyf smeési s riznym mnozstvim NaCl (kone¢na koncentrace 1,5—
3,0 M NaCl) v homogenatech s CTAB pufrem. Bylo testovano, zda se zvySenim objemu
homogenatu bude izolovano vét§i mnozstvi DNA. Nejprve byla provedena eluce do stejného
objemu elu¢niho TE pufru jako byl objem homogenatu. Poté byl postup zopakovan a DNA
byla eluovana ve vSech ptipadech do 25 ul TE pufru.

9.4.1 Eluce DNA do stejného objemu elu¢niho pufru jako byl objem homogenatu

V separacnich smésich bylo pouzito rizné mnozstvi homogenatu. DNA byla eluovana
do takového objemu TE pufru jako byl objem homogenatu. Pro zjisténi koncentrace a Cistoty
DNA bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni. Pfi eluci do stejného objemu TE pufru
jako byl objem homogenatu byla koncentrace DNA stanovena na 0,2-32,1 ng/ul a hodnoty
Azeo/Ango=1,37-1,64. Se snizujicim se mnozstvim NaCl a zvySujicim se mnozstvim
homogenatu v separacnich smésich bylo izolovano mensi mnozstvi DNA. Podle Tabulky 14
byla nejvyssi naméfend koncentrace pro separacni smés s 25 ul homogenatu a 100 ul
5 M NaCl. Snizovani mnozstvi NaCl v separa¢nich smésich ma negativni vliv na mnozstvi
izolované DNA.

Na Obrazku 15 lze vidét, ze produkty PCR amplifikované z DNA izolované z 25 a 50 pl
homogenatu v separacni smési s vyssim mnozstvim NaCl byly detegovany o vyssi intenzité
nez produkty PCR amplifikované z DNA izolované ze 75 a 100 pul homogenatu v separacni
smeési s niz§im mnozstvim NaCl. Divodem bylo vys$$i mnozstvi izolované DNA pouzité
pro PCR smés.

9.4.2 Eluce DNA do objemu elu¢niho pufru 25 pl

DNA izolovana v separa¢ni smési s riznym mnozstvim homogenatu (25, 50, 75 a 100 ul)
a5M NaCl byla eluovana do 25ul TE pufru. Spektrofotometricky byla stanovena
koncentrace DNA na 2,0-42,5 ng/ul (Tabulka 15). Bylo izolovano pfiblizné stejné mnozstvi
DNA s vyjimkou DNA izolované z 50 ul homogenatu, které bylo nizsi. Cistota DNA byla
stanovena na Asgp/Azgo= 1,15-1,47. Jelikoz je namérena hodnota nizsi nez 1,8, DNA byla
pravdépodobné znecisténa proteiny. Pomér absorbanci Aze0/A230 pohybujici se mezi 0,37—
0,50 znaci znecisténi polyfenoly nebo polysacharidy izolovanych z rostlinnych tkani. Veskera
DNA se amplifikovala v PCR.

Z literatury je znamo [8], ze vysledky izolace DNA jsou ovliviiovany vybérem extrak¢ni
metody pfi izolaci a vyhodnocovanim kvality DNA. Velkou roli hraje délka amplikonu, pocet
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cykli a pritomnost inhibitori PCR koextrahovanych s DNA. Detekci a kvantifikaci také
ovliviiuje mnozstvi DNA pouzité v PCR. [44] Finalni koncentraci izolované DNA je mozno
zvysit také snizenim objemu elu¢niho pufru. [8] Po spektrofotometrickém stanoveni
koncentrace vSak nebylo stanoveno vét§i mnozstvi DNA po eluci do mens§itho mnozstvi
elu¢niho pufru.

9.5 Testovani izolace DNA z homogenatu s riznym mnozstvim NaCl

V predchézejicich pracich bylo ukazano, ze mnozstvi a kvalita DNA izolované magnetickymi
Casticemi zalezi na mnozstvi NaCl a PEG v separacni smési [37]. Lze predpokladat, ze zalezi
1 na mnozstvi homogenatu s DNA. Proto byly homogenaty pro izolaci DNA pfipraveny tak,
ze obsahovaly rizna mnozstvi NaCl (1,5 M; 2,0 M; 2,5 M a 3,0 M). Separacni smési se vedle
razného mnozstvi rostlinného homogenatu (125, 150 a 175 ul) lisily koncentraci PEG (8%,
10% a 16%). Ze vSech smési byla DNA eluovana do 50 pl TE pufru. Kazda separac¢ni smes
byla pfipravena ve tifech opakovanich. DNA byla izolovana pomoci magnetickych
mikrocastic P(GMA).

Pro izolaci DNA pomoci magnetickych astic byly namichany separa¢ni smési o objemu
250 pl s riznym mnozstvim homogenatd s riznym mnozstvim NaCl a 16%, 10% nebo 8%
PEG (7.5.2, Tabulka 6).

Bylo izolovano pfiblizné stejné mnozstvi DNA, ktera se liSila pomérem Aygp/Assgo
a Anso/A230. Jako nejlepsi podle pomeéru Axesp/Azsp (Cistota DNA) a poméru Axeo/Azzo byla
uréena separacni smes obsahujici 175 pl homogenatu, lyzacni pufr s CTAB s2,5M NaCl
a 8% PEG. Izolovana DNA se amplifikovala v PCR. Na zakladé téchto vysledkd byla
navrzena optimalni metoda pro izolaci DNA v kvalité pro PCR z Cervené fepy. Metoda byla
pouzita pro izolaci DNA z potravinovych vyrobki, které Cervenou fepu obsahuji. Vzhledem
ke komplexnosti téchto typt vzorkd byl pfidan krok precistovani chloroform- oktanolem
a presraZenim isopropanolem.

9.6 Optimalizace teploty a doby eluce

U izolované DNA ze zmrazeného kofene Cervené fepy byla testovana teplota a doba eluce
v TE pufru. Koncentrace DNA izolované ve tfech opakovanich byla méfena po eluci
pii 18°C/15 min, 25°C/15 min a 60°C/15 min. Testovana byla také DNA eluovana v TE pufru
2 dny pii 18°C.

Podle naméfenych hodnot lze vidét, ze koncentrace se pifi zvySovani elucni teploty
nepatrné zvysuje (7,5-19,5 ng/ul). Také hodnota koncentrace DNA eluované v TE pufru
2 dny pfi 18°C byla naméfena ponckud vyssi (19,8 ng/ul). Bylo vSak zjiSténo, ze samotné
magnetické mikrocastice uvoliiuji po delsi eluci latku, ktera piekryva a nadhodnocuje
koncentraci izolované DNA. Pro dalsi izolace byla tedy pouzivana eluce do 50 ul TE pufru
pfi 25°C/15 min. Cistota DNA byla stanovena na Aso/Azso=1,47-1,75. Tyto hodnoty
udavaji, ze DNA byla znecisténa proteiny. Z poméra absorbanci Ayep/Azzp= 0,63—0,88 vidime,
ze spolu s DNA byly izolovany i polyfenolické latky.

9.7 1Izolace rostlinné DNA z potravinovych vyrobki obsahujicich ¢ervenou fFepu

Pro analyzu DNA byly vybrany nésledujici potravinové vyrobky 1) dmBio pomazanka
z Cervené fepy a kiene, 2) détsky piikrm HiPP obsahujici ¢ervenou fepu, jablka a hovézi maso
a 3) 100% bio §tava zjablek a Cervené fepy. Z vybranych vyrobkd bylo izolovano DNA
z 300 mg, v piipad¢ bio §tavy z 200 pl.
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Pro izolaci byla pouzita optimalizovana metoda vypracovana v prvni Casti prace. Z divodu
komplexniho slozeni zpracovanych potravinovych vyrobki byl pfidan krok precisténi
chloroform- oktanolem a pfesrazeni isopropanolem. Tato DNA se amplifikovala v PCR.

U DNA bez pridavku organickych Ccinidel izolované z potravinovych vyrobkiu byla
naméfena koncentrace v rozmezi 3,2-24,1 ng/ul. Tato DNA se vSak neamplifikovala v PCR,
produkty PCR nebyly detegovatelné na agar6zovém gelu. Pravdépodobné je to zapficinéno
zpusobem zpracovani vyrobkd. Dalsi prekazkou pfi izolaci DNA z tepelné zpracovanych
potravinovych vyrobku je jeji degradace, ktera je zptisobena vysokou teplotou pii zpracovani.
[36, 7] Bylo ukazéano, ze precisténim chloroform- oktanolem a isopropanolem se izolovana
DNA stala amplifikovatelnou, protoze produkty PCR byly detegované na agar6zovém gelu,
i kdyz DNA byla izolovana v nizsi koncentraci (1,2-3,9 ng/ul).

DNA s pridavkem chloroform- oktanolu a isopropanolu byla amplifikovana v PCR také
s primery 26S for a 26S rev. Pii detekci na agar6zovém gelu byly produkty PCR o velikosti
asi 220 bp. Z literatury je znamo [54], Ze tepelné zpracovani potravin vede k vyznamnému
snizeni velikosti DNA, protoze DNA je degradovana. Tyto poznatky byly potvrzeny. Primery
pouzivané pro amplifikaci kratSich produktd PCR (220 bp) byly vhodnéjsi pro analyzu
zpracovanych potravin s degradovanymi DNA nez primery pouzivané pro amplifikaci del§ich
PCR produkta (700 bp). [54]
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ZAVER

Cilem prace bylo vypracovat optimalni postup pro izolaci DNA z potravin v kvalité vhodné
pro PCR pomoci magnetickych mikroc¢astic P(GMA). Pro analyzu byla vybrana Cervena fepa
(Cerstva, mrazena, suSend, sterilovana) a potravinove vyrobky obsahujici Cervenou fepu. Byla
porovnana mnozstvi a kvalita DNA izolované v lyzacnim pufru s CTAB s piidavkem
a bez pfidavku chloroform- oktanolu, s pfidavkem isopropanolu, v separa¢nich smeésich
s raiznym mnozstvim NaCl a PEG a také byla testovana teplota a doba eluce. Poté byl
na zakladé nékolika desitek pokust navrZzen nasledujici postup, ktery lze povazovat
za optimalni.

Homogenat byl pfipraven z 300 mg rostlinného materialu (Cervena fepa, potravinové
vyrobky), rozkrajeného na malé kousky, ktery byl sterilné odvazen do 1,5 ml Eppendorfovych
zkumavek. Do zkumavek bylo ptfidano 500 pl lyzac¢niho pufru s CTAB s2,5M NaCl a 1 ul
merkaptoethanolu (0,2%). Pomoci plastového kopistu byla za stalého chlazeni v termobloku
provedena homogenizace rostlinného materidlu. Zhomogenizovany vzorek byl inkubovan
v termomixeru pfi 60°C/30 min. Po inkubaci byla provedena centrifugace 1 400 ot./10 min.
Do cisté zkumavky bylo odebrano asi 200 ul supernatantu. Kizolaci DNA pomoci
magnetickych mikrocastic P(GMA) bylo pouzito 175 ul.

U vzorkll potravinovych vyrobkl s komplexnim sloZzenim byl po inkubaci v lyzacnim
pufru s CTAB pfidan chloroform- oktanol (24:1, 500 pl) s naslednou centrifugaci. DNA
v horni vodné fazi (200 pl) byla presrazena isopropanolem (0,6 objemu) a rozpusSténa
ve 175 ul TE pufru.

Pro izolaci DNA magnetickymi mikro¢asticemi byla namichana separacni smés
v nasledujicim potadi: 175 pl homogenatu, 50 pl 40% PEG a 25 pl magnetickych mikro¢astic
P(GMA) (2 mg/ml). Vysledna koncentrace PEG v separacni smési byla 8 %.

Po smichani vsech slozek byla smes inkubovana 15 minut pfi laboratorni teploté a poté
umisténa do magnetického separatoru. Magnetické ¢astice s navazanou DNA byly separovany
5 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné byl opatrné odebran supernatant a do zkumavky bylo
ptidano 500 ul 70% ethanolu. Smés byla promichana a Castice byly separovany pomoci
magnetického separatoru. Po péti minutach byl opatrné odebran supernatant a zbyly ethanol
byl odparen. Eluce DNA navazané na magnetickych mikrocasticich byla provedena do 50 pl
TE pufru pii 25°C/15 min. Po uplynuti stanovené doby byly ¢astice odseparovany pomoci
magnetického separatoru a eluat obsahujici DNA byl odebran do Cistych Eppendorfovych
zkumavek.

Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace a Cistota DNA. Takto izolovana DNA
byla pouzita pro amplifikaci v PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev (700 bp) specifickymi
pro rostlinnou DNA. Pii izolaci DNA z tepelné zpracovanych potravinovych vyrobku byly
pouzity primery 26S for a 26S rev (220 bp). Produkty PCR byly detegovany pomoci gelové
elektroforézy na 1,2% agar6zovém gelu.

Vysledky této diplomové prace mohou poslouzit k u€inngjsi izolaci DNA z rostlinnych
bunék magnetickymi mikrocasticemi a pfispét tak k vytvoreni metody pouzitelné pro Sirsi
spektrum rostlinného materialu a potravin rostlinného ptvodu.
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chlorid sodny
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PRILOHA

Cast vysledkd zahrnutych v diplomové praci bude prezentovana na studentské védecké
konferenci — Chemie je zivot.

Pfiloha ¢. 1
Optimalizace nové mikrometody izolace DNA z potravin

) Bce. Tereza Sura
doc. RNDr. Alena Spanovd, CSc., doc. Ing. Bohuslav Rittich, CSc.,
RNDr. Ales Kovarik, CSc.

) Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka, )
Ustav chemie potravin a biotechnologii Purkyiova 464/118, 612 00 Brno, Ceskd republika
xcsura@fch.vutbr.cz

V poslednich deseti letech se autenticita potravinaiskych vyrobkl stala zasadni otazkou,
nebot’ byly odhaleny Castéjsi pfipady falSovani potravin. Pro odhalovani falSovani a detekci
autentickych latek v potravinach se vyuziva fada metod, v¢éetné metod zalozenych na analyze
DNA. Mezi né patii polymerazova fetézova reakce (PCR). Izolace rostlinné DNA v kvalité
vhodné pro PCR je komplikovana metoda, zejména kvuli obsahu celé fady metabolitl,
polysacharidd, polyfenold, proteini a dalSich latek. Tyto latky mohou interferovat v PCR
a nepiiznive tak ovlivnit kvalitu vysledkl. Prace byla zaméfena na optimalizaci mikrometody
izolace DNA pomoci magnetickych mikrocastic P(GMA) s karboxylovymi funk&nimi
skupinami z potravin rostlinného puavodu. Pro analyzu byla vybrana Cervena fepa
(Beta vulgaris) bud jako Cerstva zelenina nebo zpracovana (mrazend, suSend, sterilovana)
a rovnéZz potravinové vyrobky obsahujici ¢ervenou fepu. Byly porovnavany a optimalizovany
razné zpusoby zpracovani homogenati (pifidavek smeési chloroform-oktanol, presrazeni
isopropanolem). Homogenaty byly pfipraveny \% lyzaénich pufrech
s cetyltrimethylamoniumbromidem (CTAB) s riznym mnozstvim NaCl. DNA byla izolovana
adsorbci na magnetické mikrocastice v prostiedi s riznou koncentraci poly(ethylenglykolu)
6000 (PEG 6000). V izolatech DNA byla spektrofotometricky stanovena koncentrace
a Cistota. Amplifikovatelnost DNA byla ovéfena konvencni PCR s pouzitim primert 5.8S for
a 18S_rev specifickych pro rostlinnou ribosomalni DNA. Produkty PCR o velikosti asi 700 bp
byly detegovany pomoci agardzové gelové elektroforézy. Byly zjiStény rozdily v Cistoté
a koncentraci DNA izolované magnetickymi Casticemi z homogenati pfipravenych rtiznymi
zpusoby. Byla navrzena optimalni extrak¢ni smés pro izolaci DNA z homogenatd Cervené
fepy. Pomoci modifikovaného protokolu byla DNA uspésné amplifikovana u vzorka Cervené
fepy vcetné zpracovanych potravinovych vyrobki obsahujicich Cervenou fepu. Bylo
prokazano, ze pomoci magnetickych mikroc¢astic 1ze izolovat DNA v kvalité vhodné pro PCR.
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