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Detekce a kvantifikace maku v potravinach pomoci qPCR

Souhrn:

Mak sety (Papaver somniferum L.) je jednoleta rostlina, ktera je péstovana v Ceské
tisicileti pred nasim letopo¢tem na tUzemi Stfedozemi. Dnes se jako plodina péstuje pro
potravinaiské, farmaceutické a technické ucely. Diplomova prace se zamétuje predevSim na
jeho wvyuziti v potravinaiském odvétvi. Cilem prace bylo otestovani, zda k detekci a
kvantifikaci méku v potraving lze vyuzit genetick¢é markery pro profilovani odrid maku.
Analyza potravin byva znesnadnéna faktory, které snizuji vytéznost a kvalitu izolované DNA
a tim padem i dalSich analyz. Mezi tyto faktory fadime pfitomnost dal$ich latek v matrici
potraviny (napf. polysacharidy, polyfenoly a sekundarni metabolity) a vlivy piisobici na DNA

béhem vyrobniho procesu.

V ramci experimentalni ¢asti bylo vyuzito n¢kolik druhii vzorki: listy mladych rostlin,
tepelné oSetfend semena a nckolik zakoupenych potravin. Jednotlivé vzorky byly
homogenizovany a rostlinna DNA byla izolovana pomoci komer¢niho Kitu DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen, Némecko). Genetické markery byly vybrany ze souboru 27 mikrosatelitd,
které byly navrzeny v ramci jiné prace na pracovisti Katedry genetiky a Slechténi Ceské
zem&dé€lské univerzity. Pro testovani bylo vybrano 5 kandidatnich markerd: OPTETO024b
(207-234 bp); OPTET063 (88-108 bp); OPTETO065 (224-232 bp), OPTET156 (136-144 bp);
OPPEN29 (146-177 bp). Na zakladé prubéhu kvantitativni PCR v redlném case (QPCR) byly
vybrany dva markery SnejvySsi specifitou a odliSnou velikosti amplikonu. Testovani
probihalo za pouziti dvou part primert pro kazdy marker. Nasledné byly vybrané markery
testovany pomoci qPCR S pouzitim vzorkl tepelné oSetfenych semen a potravin. Bylo
hodnoceno, zda doslo vlivem tepelného osetfeni k degradaci DNA a zda je mozné tyto
markery pouZit u redlnych potravin. Sekvence otestovanych markerii by mohly byt vyuZivany

V potravinafském primyslu pfi detekci a kvantifikaci méku.

Klic¢ova slova: Papaver somniferum L., gPCR, ddPCR, STR mikrosatelity, genetické

markery



Detection and quantification of poppy in food via gPCR

Summary:

The opium poppy (Papaver somniferum L.) belongs to the most important oilseed crops
grown in the Czech Republic (it is an annual plant). The plant has been used since the 6th
millennium BCE; its origins date back to the Mediterranean. Nowadays, it is cultivated as a
crop for food, pharmaceutical and technical purposes. The thesis focuses primarily on its use
in the food industry. The thesis sought to investigate whether genetic markers used to profile
poppy varieties can be applied to detect and quantify poppy in food. Food analysis is often
hampered by factors reducing the yield and quality of the isolated DNA and, therefore, other
analyses. These factors include other substances within the food matrix (e. g.,
polysaccharides, polyphenols, and secondary metabolites) and their effects on the DNA

during the production process.

Several samples were utilised in the experimental part: food poppy leaves, heat-treated
food poppy seeds, and several purchased foodstuffs. Individual samples were homogenised,
and the plant DNA was isolated using the commercial DNeasy Plant Mini Kit. Genetic
markers were selected from 27 microsatellites designed as part of other work at the
Department of genetics and breeding of the Czech University of Life Sciences Prague. Five
markers with the highest specificity were selected from the set: OPTET024b (207-234 bp);
OPTET063 (88-108 bp); OPTETO065 (224-232 bp), OPTET156 (136-144 bp); OPPEN29
(146-177 bp). Two markers with different amplicon magnitudes were selected using real-time
quantitative PCR. Marker testing was performed using two primer pairs. Subsequently, the
selected markers were tested by gPCR using heat-treated seed and food-specific samples. By
comparing amplicon lengths, it was assessed whether the DNA degraded due to heat
treatment and whether these markers could be applied to food. The tested marker sequences
could be utilised in the food industry to detect and quantify poppy seeds.

Keywords: Papaver somniferum L., gPCR, ddPCR, STR microsatellites, genetic markers



Seznam pouzitych zkratek

PCR
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CHZO

DNA

TR

STR

SSR

dNTP
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gPCR

dsDNA
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GM standard

EMA

cdPCR

ddPCR

bp

Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)

Statni zemedélska a potravinarska inspekce

Chranéné zemépisné oznaceni

Deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

Tandem Repeat (tandemova repetice)

Short Tandem Repeat (kratka tandemova repetice)

Simple Sequence Repeat (sekvenéné jednoducha repetice)

Deoxyribonucleotide triphosphate (2°-deoxynukleosid 5°-trifosfat)

Power of hydrogen (zaporny dekadicky logaritmus hodnoty vodikovych iontt
Vv roztoku)

Real-time quantitative polymerase chain reaction (kvantitativni PCR

Vv realném Case)

Double-stranded Deoxyribonucleic Acid (dvouvlaknova DNA)

Single-stranded Deoxyribonucleic Acid (jednovlaknova DNA)

Geneticky Modifikovany standard

Ethidium Monoazide (etidium monoazid)

Chamber-based digital PCR (¢ipova digitalni PCR)

Droplet digital PCR (kapkova/dropletova digitalni PCR)

Base pair (komplementarni par bazi)
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1 Uvod

Mak sety (Papaver somniferum L.) je prastara a prospésna plodina, zndma jiz z obdobi
neolitu. V soucasné dob¢&, se kromé farmaceutického pramyslu, Siroce uplatiiuje
V potravinafstvi. Potravinatsky prumysl vyuziva semena odriid maku olejnatého, ktera jsou z
divodu nezaménitelné ofiskové chuti vyuzivana jako napln¢ do moucnikii a kolact, k vyrobée
makového oleje a ke zvyraznéni chuti pii vafeni a pedeni. V Ceské republice je péstovani
potravinaiského maku (zejména modrého) dlouholetou tradici, a proto je CR pravem od roku
2006 povazovana za jednu z makovych velmoci. Predlozena diplomova prace se zabyva
nalezenim vhodnych genetickych markerd pro identifikaci maku v matrici potraviny a
nasledné jejich otestovanim na konkrétnich produktech. Molekularné geneticka metoda
v kombinaci s vhodnym markerem by umoznila senzitivni a rychlou kvantifikaci maku a

ptipadné detekci v potraving, kde jeho obsah neni deklarovan.

Vhodnym nastrojem by mohla byt polymerazova fetézova reakce (PCR), kterou v roce
1985 predstavil Karry B. Mullis a nasledné v roce 1993 ziskal Nobelovu cenu. Jednou z jejich
modifikaci je kvantitativni PCR v redlném case, kterd se bézné V potravinafstvi vyuziva
k detekci, identifikaci a kvantifikaci Zadoucich a nezadoucich slozek potravin. Jako genetické
markery byly zvoleny STR mikrosatelity, které byly navrzeny za tucelem genetického
profilovani odriid maku. Podstatou prace bylo ovéteni, zda budou schopné mak detekovat i v
degradace DNA pii zpracovani potravin jsou stdle nedostatecné, piesto u potravin
piedpokladame vliv teploty a pH na degradaci DNA. Vysledkem degrada¢nich procest je
vznik fragmentll a tim padem ztiZend schopnost detekce. Pro sledovani chovani téchto
markeri u tepeln¢ oSetfené DNA bylo laboratorn¢ simulovdno nékolik verzi tepelného

oSetreni.



2 Cile prace
2.1 Védecka hypotéza

Vyrobni postupy (zejména tepelné oSetfeni) u fady potravin obsahujicich mak, vedou
k degradaci DNA maku a ztézuji tak jeho detekci. Nicméné s vyuzitim vhodného molekularné

genetického markeru 1ze vyskyt maku v potraviné detekovat a kvantifikovat.

2.2 Cile prace

Cile prace vychazeji z vySe navrzené hypotézy a pro pichlednost jsou uvedeny

Vv nasledujicich bodech:

vvvvvv

na Katedfe genetiky a §lechténi CZU v Praze a vybrat vhodné kandidatni markery
pro detekci.

b) Otestovat v laboratorn¢ kontrolovanych podminkach vliv tepelného oSetfeni na
miru degradace DNA.

c) Ove¢tit funkénost kandidatnich markeri na redlném vzorku bézné dostupnych

potravin.
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3 Literarni reSerse

3.1 Mak sety (Papaver somniferum L.)

Mak sety (Papaver somniferum L.) je vyznamna hospodaiska plodina péstovana pro
potravinafské a farmaceutické ucely. Jeho G¢inky na utiSeni bolesti vyuzivala lidova medicina
uz v davné historii. Prvni zminky se objevuji v 5. tisicileti pfed nasim letopoétem v oblasti
Sumerské tise (Makovnyka 2020). Pivod maku setého neni objasnén, ale pravdépodobné byla
jeho kulturni forma vySlechténa z planého asijského druhu, nebo z maku Stétinkatého
(Papaver setigerum DC.) vyskytujiciho se v oblasti Stfedomoti (Labanca et al. 2018). Mak
sety (Obr. 1) je jednim z nejznaméjsich druhti z rodu Papaver. Dnes se jako plodina péstuje
v mirnych a subtropickych pasmech téméf celého svéta (Carlin et al. 2020). Slechténim jsou
vytvateny Kultivary s vysokym obsahem alkaloidi pro farmaceuticky prumysl a kultivary
s nizkym obsahem alkaloidu pro produkci semen a oleje (Knutsen et al. 2018).

Obrazek 1: Mak sety (Papaver somniferum L.)
(https://www.gardeningknowhow.com/ornamental/flowers/poppy/facts-about-opium-poppies.htm)

Rostliny rodu Papaver jsou jednoleté, dvouleté, nebo vytrvalé byliny s rtuzné
zbarvenymi a ¢lenénymi kvéty. Plodem rostliny je tobolka s velkym mnozstvim semen
bohatych na obsah oleje. Pletiva jsou tvofena Siroce rozvétvenou siti mlécnic obsahujicich
mlécnou mizu (latex), jejiz nejvétsi mnozstvi je v tobolce (Carolan et al. 2006). V semenech
se latex ptirozen¢ nevyskytuje, ale mohou byt kontaminovana v dasledku poskozeni pletiv

skudci nebo sklizni (Casado-Hidalgo et al. 2021).
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3.1.1 Taxonomicka charakteristika

Mak sety nalezi do tadu pryskyinikotvarych (Ranunculales), celedi makovitych
(Papaveraceae) a rodu mak (Papaver) (Tétényi 1997). Celed Papaveraceae zahrnuje zhruba
800 druhu rostlin rozdélenych do 40 rodi. Rod Papaver obsahuje piiblizné 100 druhti rostlin
rozliSenych na zakladé morfologickych znakt (barvy/tvaru kvétid, semen a tvaru listd).
Rozdé&leni rodu neni jednoznacné a lisi se dle riznych autort.. Jednou z moznosti je déleni do
sekci, které vytvoril J.W. Kadereit v roce 1988 (Tab. 1) (Carolan et al. 2006). Jednotlivé
druhy lze také rozlisit na zaklad¢ analyzy hydrofilnich antokyant (Labanca et al. 2018). Podle
sméru vyuziti se obecné d€li na mak olejny (semenny), mak primyslovy, mak opiovy a mak
okrasny. U maku pramyslového a opiového je zna¢né vyvinuty systém cévnich svazkl a vyssi
obsah opiovych alkaloidi v latexu. Opiové maky jsou nelegalné péstované v asijskych
zemich, predevS§im v Afghdnistdnu. Mak olejny ma slabé vyvinuty systém cévnich svazki a

vyuzivé se pro kvalitu svych semen (Cesky modry mak 2020).

Tabulka 1: Rozdéleni rodu Papaver do sekci (Carolan et al. 2006)

SEKCE ZASTUPCI
Argemonidium P. apulum, P. argemone, P. pavonium, P. hybridum
Carinatae P. macrostomum
Californicum P. californium
Horrida P. aculeatum
Macrantha/Oxytona Bernh P. orientale, P. pseudoorientale, P. bracteatum
Meconidium P. ameniacum
Meconella P. croceum, P. anomalum, P. nudicaule, P. radiocatum, P.

alpinum, P. myobeanum

Papaver P. somniferum, P. glaucum, P. gracile, P. decaisnei, P.
setigerum
Pilosa P. polisum
Pseudopilosa P. atlanticum, P. rupifragum
Rhoeadium P. dubium, P. rhoeas, P. commutantum

12



3.1.2 Vyuziti a vyznam plodiny
3.1.2.1 Farmaceuticky primysl

Farmaceuticky primysl vyuziva alkaloidy extrahované zopia. Opium se ziskava
sklizenim a nafezanim nezralych tobolek. Po nafezani vytéka bile zbarveny latex (Obr. 2),
ktery hnédne v disledku oxidace fenolu (Labanca et al. 2018). V opiu se vyskytuje az 80
ruznych alkaloidi, které se podle chemické struktury déli na fenanthreny a benzylisocholiny.
Do skupiny fenanthrent fadime morfin, kodein a thebain, které svymi ucinky ovliviiuji
centralni nervovou soustavu. Benzylisocholiny maji vliv na hladkou svalovinu a patii mezi né
papaverin a noskapin (Tétényi 1997; Casado-Hidalgo et al. 2021). Morfin se diky svému
pusobeni na opioidni receptory vyuziva jako silné analgetikum (Iék tiSici bolest). Kodein
pasobi jako antitusikum (Iék potlacujici kaSel) a papaverin se svym vasodilata¢nim
pusobenim jako spasmolytikum (I€k uvoliujici kiece). Mezi méné zndmé alkaloidy patii
noskapin, ktery se od 50. let také vyuziva jako antitusikum. Dal$i studie prokazaly jeho
potencidlniho protirakovinného 1€ku, nebot’ indukuje apoptézu bunck a inhibuje jejich
proliferaci (Rahmanian-Devin et al. 2021). Dal§im méné znamym je sanguinarin vyuzivany
Vv produktech na terapii gingivitis (zanétu déasni). Svymi antimikrobidlnimi ucinky inhibuje
vyzravani zubniho plaku, ktery je hlavnim faktorem pro vznik zanétlivé reakce (Li et al.
2013). Studie autoru Li et al. (2013) navic prokazala, ze inhibuje aktivitu osteoklastd, které
jsou zodpovédné za resorpci kosti béhem parodontitis (parodontdzy). Poslednim méné
znamym alkaloidem je berberin sucinky na snizeni hladiny cholesterolu (Labanca et al.
2018).

Obrazek 2: Nafezané tobolky s vytékajicim latexem (https://www.marshall.edu/forensics/files/Thorson-Poppy-
Seed-Defense.pdf)
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3.1.2.2 Potravinaisky pramysl

Potravinafsky prumysl vyuzivd semena ze zralych tobolek. Zbarveni semen je
riznorodé, ale nejCastéji se vyuzivaji modra semena (Obr. 3), ktera jsou povaZovana za
senzoricky nejkvalitngj$i (Carlin et al. 2020). Semena potravinaiského maku mohou
obsahovat maximaln¢ 25 mg/kg (0,0025 %) morfinovych alkaloidi (Zakon o potravinach a
tabakovych vyrobcich 2015). Z nutricniho hlediska jsou zdrojem tukii (50 %), bilkovin (19
%), mineralnich latek (vapnik, hoi¢ik, Zelezo) a antioxidantl. Maji piiznivé spektrum
mastnych kyselin (11 % nasycenych a 85 % nenasycenych mastnych kyselin) (Lahiri et al.
2017). Z nasycenych mastnych kyselin je nejvice zastoupena kyselina palmitova (témét 8 %).
Dominantni nenasycenou mastnou kyselinou je kyselina linolova (67 %) (Senila et al. 2020),
kterd je zastupcem omega-6 nenasycenych mastnych kyselin. Pro pozitivni i€¢inky omega-6
mastnych kyselin je dilezité pfidat zdroj omega-3 mastnych kyselin a dodrZet jejich
doporuceny pomér 1:1 (D’Angelo et al. 2020). Obsah omega-3 nenasycenych mastnych
kyselin je v makovém oleji velmi nizky (0,5 % kyseliny alfa-linolenov¢), ale diky tomu je olej
stabilni a nepodléhd autooxidaci (Ozcan & Atalay 2006). Semena se vyuZivaji jako posypy a
naplné pekarenskych vyrobkl, pro vyrobu smoothie napoji, pfipravu dresinkd, vyrobu
makového ¢aje a jedlého oleje. Listy se mohou pridavat do salati a smés z mletych semen do

téstovin, kasi a zmrzlin (Tétényi 1997, Casado-Hidalgo et al. 2021).

Obrazek 3: Modra semena potravinaiského maku (https://agro-market24.eu/oil_plants-poppy_seed-

price-buy-sell-104)
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Mak jako potravina Casto podléha pokusim o falSovani. V roce 2013 SZPI provedla
analyzu vzorki, kde méak ceského ptivodu mél obsah morfinu 7,44 mg/kg, zatimco ostatni
mély obsah az devitindsobny, coz je znamkou pfimeési technického (farmaceutického) maku.
Pro zachovani kvality ¢eského maku byly v roce 2019 vydany cechovni normy a v unoru
2021 byl Cesky modry mak zafazen do potravin s chranénym zemépisnym oznaéenim

(CHZO) (Ministerstvo zemé&délstvi 2020).

3.1.3 Péstovani a spotieba v CR

Ceska republika je povazovana za jednoho znejvétsich producenti a exportéri
potravinaiského modrosemenného maku. Ro¢né se sklidi primémé 24 000 tun. Domaci
spotieba je témet 4 500 tun a na jednoho obyvatele ptipada spotieba 430 g, cozZ je nejvyssi
hodnota ve stfedni a vychodni Evropé. Nejvétsimi odbérateli ¢eského maku jsou Rusko,
Rakousko, Polsko, Slovensko a Némecko. Pro péstovani potravinaiského méaku v CR je

povinna tzv. ohlasovaci povinnost (Ministerstvo zemédélstvi 2020).
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3.2 Genetické markery

Geneticky marker 0znacuje ¢ast genu, ktera mize byt snadno identifikovana pomoci
analyzy DNA. Casto vyuZivanymi genetickymi markery jsou tandemové repetice (TR), které
se dle poctu nukleotid dé€li na: mikrosatelity (1 az 10 nukleotidii) a minisatelity (vice nez 10

nukleotidi) (Vieira et al. 2016).

3.2.1 Mikrosatelity
3.2.1.1 Obecna charakteristika

Mikrosatelity jsou nejcastéjsi formou vySe zminénych tandemovych repetic a zastupuji
asi 3 % lidského genomu (Eckert & Hile 2009). V odborné literatuie jsou nazyvany nékolika
zpusoby, kdy mezi nejcastéjsi patii: STR (= short tandem repeats) a SSR (= simple sequence
repeats). Vyskytuji se v genomu jak prokaryotnich, tak eukaryotnich organismu, predevsim
v nekodujicich ¢astech DNA (Vieira et al. 2016). Nékteré mikrosatelity, zejména tri- a
hexanukleotidové, se vyskytuji 1 Vv kodujicich ¢astech genomu a mohou byt pficinou
neurodegenerativnich a geneticky podminénych vad (Brouwer et al. 2009). Mikrosatelity
vykazuji vysokou uroven polymorfismu a jsou fazeny mezi nejvariabilngjsi sekvence DNA v
genomu. Mutuji rychlosti mezi 102 a 10° mutaci na lokus v jedné generaci (Eckert & Hile
2009). Hlavnimi pfic¢inami mutaci jsou chyby béhem rekombinace a sklouznuti DNA-

polymerazy béhem syntézy nového vlakna DNA (tzv. DNA slippage) (Vieira et al. 2016).

3.2.1.2 Klasifikace

Na zéklad€ poctu opakujicich se bazi se klasifikuji na mono- (napt. AAA), di- (napf.
CACA), tri- (napt. ATGATGATG) a tetranukleotidové, ale mohou se vyskytovat i ve formé
penta- ¢i hexanukleotidovych repetic (Ellegren 2004).
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Dal$im moznym délenim je podle zplisobu opakovani sekvence, kdy rozlisujeme:

a) Dokonalé (perfect) — ncustile se opakuje sekvence nukleotidi (napf.
TATATATATATATATA)

b) Nedokonalé (imperfect) — opakujici se sekvence je pieruSena jednou bazi (napi.
TATATATACTATATA)

c) PrerusSené (interrupted) — opakujici se sekvence je prerusena jinou sekvenci
nékolika part bazi (napi. TATATACGTGTATATATATA)
d) SloZené (composite) — tento typ je slozen z dvou a vice piiléhajicich mikrosatelit

s odlisnou repetici (napi. TATATATATAGTGTGTGTGT (Oliveira et al. 2006).

3.2.1.3 Vyuziti

Mikrosatelity patii mezi nejvyuzivanéjsi druh genetickych marker. Diivodem je jejich
kodominance, multialelita a vysoka reprodukovatelnost (Oliveira et al. 2006). Jsou Siroce
vyuzivany V genetickych oborech, napiiklad pii genotypizaci rostlin, populac¢nich studiich,

testovani piibuznosti a ve forenzni praxi (Huang et al. 2002).

3.2.1.4 Analyza mikrosateliti

Piedpokladem pro STR analyzu je znalost nukleotidové sekvence mikrosatelitniho
lokusu. Na zakladé¢ toho jsou navrzeny oligonukleotidy (primery), které lemuji jeho oblast. Na
kazdy lokus je navrZen jeden par primerti. NavrZzené primery jsou validovany pomoci PCR
(polymerazovée fetézové reakce, viz kapitola 3.3.1.), jejiz vysledkem je amplifikace vybranych
lokust. Produkty amplifikace jsou elektroforeticky separovany na jednotlivé fragmenty a
analyzovany. Pro tento krok se nejcastéji vyuziva elektroforéza na agar6zovém nebo
polyakrylamidovém gelu, ptipadné kapilarni elektroforéza. U kapilarni elektroforézy se
primer  oznaCuje  fluorescen¢nim  markerem. Vysledkem je  elektroforeogram
S luminiscenénimi piky odpovidajicimi jednotlivym amplifikovanym alelam. Nasledné se

porovnavaji elektroforeogramy rtznych jedinct (Vieira et al. 2016).
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3.3 Metody analyzy nukleovych kyselin u Papaver somniferum L.

3.3.1 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

PCR (angl. polymerase chain reaction) je molekularn¢ diagnosticka metoda, kterou jako
prvni predstavil americky védec Kary Mullis v roce 1983. Sam Mullis ji vysvétlil tak, ze:
,Mizete si vzit kterykoliv kousek DNA a budete ho mit tolik, kolik chcete® (Garibyan &
Avashia 2013). To znamena, Ze k vytvofeni dostatku kopii DNA sta¢i pouze jeji stopové
mnozstvi. Jedna se o rychlou, senzitivni a efektivni metodu. PCR Siroce vyuzivaji klinicti a
vyzkumni pracovnici v oborech jako napiiklad virologie, mikrobiologie, mykologie,
parazitologie, ale také zubni lékatstvi nebo potravinatstvi. Na zakladé PCR se diagnostikuji

onemocnéni, pouziva se ke klonovani, sekvenovani a studiim genomu (Valones et al. 2009).

3.3.1.1 Obecna charakteristika a komponenty reakéni smési

Polymerazova fetézova reakce je cyklicky se opakujici in vitro syntéza libovolné
sekvence nukleové kyseliny ve sméru 5°-3° (Valones et al. 2009). Syntézu katalyzuje enzym
DNA polymeraza a vychozim bodem pro zahdjeni syntézy komplementarnich vladken je
pozice jednotlivych primert. Vysledkem reakce je miliarda kopii pfesné definované sekvence

DNA (Bermingham & Luettich 2003; Smarda et al. 2005).

Hlavnimi sloZzkami reakéni smési jsou: templatova DNA, synteticky pfipravené
primery, nukleotidy, DNA polymeraza a pufr. Templatova DNA piedstavuje izolovanou
DNA, ktera muze byt jednofetézcova (SSDNA) nebo dvouietézcova (ASDNA) a obsahuje gen
(cilovou sekvenci), kterda ma byt amplifikovdna. Primery jsou syntetické kratké
oligonukleotidy obsahujici 15 az 20 bazi. Jsou nezbytné pro zah4jeni reakce, nebot’ ohranicuji
zacatek a konec amplifikovaného tseku. Procentualni zastoupeni GC bazi by se u primert
mélo pohybovat v rozmezi 20 az 80 % a nesmi byt vzajemné¢ komplementarni, aby
nedochazelo ke vzniku duplexti (Smarda et al. 2005; Kubista et al. 2006). DNA polymeraza je
enzym katalyzujici syntézu nového vlakna. Dfive se vyuzivala DNA polymeraza izolovana
z bakterie E. coli, ktera je termolabilni a do reakéni smési ji bylo mozné piidat az po
denaturaci. Dnes se vyuzivaji termostabilni polymerazy, které jsou aktivni i béhem vysoké
teploty denaturace. Pro jejich aktivitu je nutnd pfitomnost iontii hoi¢iku a dNTP (2°-

deoxynukleotid 5’trifosfatu) (Bermingham & Luettich 2003).
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L4

Nejpouzivangjsi je Tag DNA-polymeraza izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus.
Nukleotidy slouzi jako stavebni jednotky pro syntézu nového komplementarniho vlakna.
Obsahuji adenin (A), thymin (T), cytosin (C) a guanin (G), ze kterych je slozen fetézec DNA.
Vyuzivaji se nejéastdji ve formé dNTP. Hofeénaté ionty (Mg?") maji v reakéni smési roli
kofaktoru a sdNTP tvofi rozpustny komplex, ktery identifikuje DNA polymeraza. Pufr

zajidt'uje stalé a optimalni pH prostiedi béhem reakce (Smarda et al. 2005).

3.3.1.2 Priabéh reakce

Béhem reakce se cyklicky opakuji nasledujici tii kroky:
1. denaturace molekuly DNA,;
2. hybridizace primeru (tzv. annealing);

3. synteticka faze (tzv. elongace, extenze) (Smarda et al. 2005).

V prvni fazi se zkumavka s reakéni smési zahteje na teplotu 92 az 98 °C. Vlivem
vysoké teploty dochazi k rozpadu vodikovych mustkii mezi jednotlivymi bazemi (Obr. 4).
Z dvoufetézcové DNA vznikaji dvé jednofetézcové, které jsou templatem pro syntézu
komplementarniho vlakna (Bermingham & Luettich 2003). Teplota a doba denaturace zavisi
na délce vlakna, potadi nukleotiddi, pouzitém pristrojovém vybaveni a dal§ich reakcnich
podminkach (Kubista et al. 2006). Pocate¢ni a zavére¢ny cyklus trva az 5 minut, dalsi cykly
zhruba 30 sekund. Spravné provedena denaturace je dilezitd pro uspé&Snost reakce, nebot
Vv Opaéném piipad¢ je riziko vzniku renaturace a nespecifickych vazeb primerd (tzv. ,self-

priming*) (Smarda et al. 2005).

Obrazek 4: Znazorméni denaturace (https://www.goldbio.com/goldbios-pcr-overview)
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V druhé fazi je reakéni smés ochlazena na teplotu kolem 55°C. Hodnota teploty se
stanovuje empiricky a zavisi na struktufe primert a jejich teploté tani. Primery se béhem faze
hybridizace navazou ke komplementarnim bazim templatovych fetézci SSDNA (Obr. 5). Faze
nasedani primert trva zhruba 60 sekund. Sekvence primerd mohou byt navrzeny ru¢né nebo

pomoci specialnich programi (Bermingham & Luettich 2003; Kubista et al. 2006).

Obrazek 5: Znazornéni hybridizace (https://www.goldbio.com/goldbios-pcr-overview)

V posledni fazi se reakéni smés ohfeje na teplotu kolem 72 °C, coz zajisti idedlni
funkénost DNA polymerazy. Primery jsou prodluZzovany aktivitou DNA polymerdzy, ktera
ptifazuje jednotliva ANTP ve sméru 5°-3° (Obr. 6). Proces trva 45 az 120 sekund a rychlost
syntézy je cca 60 bazi za sekundu (Smarda et al. 2005; Kubista et al. 2006).

Obrazek 6: Znazornéni extenze (https://www.goldbio.com/goldbios-pcr-overview)
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Cely  proces probiha v  pfistroji s naprogramovanymi  cykly  teplot
nazyvaném termocykler. V piipadé 100% ucinnosti se pocet kopii DNA zdvojnasobuje a
dochazi k exponencialnimu rastu dle vzorce 2", kde n je pocet cykla (Primrose & Twyman
2006), coz je znazornéno na Obr. 7. Mnozstvi nahromadéného produktu mohou ovlivnit latky
s inhibi¢nim ucinkem, napfiklad pyrofosfaty (Arya et al. 2005). Celkovy pocet cykli se
nejéastéji pohybuje mezi 25 az 35 (Smarda et al. 2005).

Obrizek 7: Prabéh PCR (Quan et al. 2018)
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3.3.1.3 Detekce produkti

Produktem polymerdzové ftetézové reakce jsou useky DNA definované délky
(amplikony) o velikosti desitek az tisicii bazi. Detekce se nejcastéji provadi pomoci gelové
elektroforézy, ktera produkty DNA separuje na zaklad¢ velikosti a naboje. Grafickym
vystupem je elektroforecogram (Obr. 8) (Garibyan & Avashia 2013). Dalsim zpisobem
detekce je kvantitativni méfeni mnozstvi produktu pomoci PCR v realném ¢ase (viz kapitola

3.3.3)) (Aryaetal. 2005).

Obrazek 8: Detekce produktti PCR na agarézovém gelu (Garibyan & Avashia 2013)

996-bp band

810-0p band

100-bp Indder

621-0p band
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3.3.2 PCRV realném c¢ase (Real-time PCR; gPCR)

3.3.2.1 Obecna charakteristika, pribéh reakce, komponenty reakéni smési

PCR v realném ¢ase umoznuje detekci a zejména kvantifikaci rostouciho mnozstvi
amplikonu béhem jeho akumulace v ¢ase. To je zasadni rozdil proti konven¢ni PCR, kdy se
produkt detekuje elektroforeticky po skonéeni reakce (Smarda et al. 2005). Detekci zajist'uji
molekuly, které na pfitomnost amplikont reaguji emisi fluorescen¢niho signalu. Pribéh fazi
je shodny s konvencni PCR. Dochazi k cyklické denaturaci templatové DNA, hybridizaci
primert a syntéze novych fetézcl. Reakéni smés, krome komponenti shodnych s konvenéni
PCR, obsahuje navic fluorescen¢ni molekuly. S ptibyvajicim mnozstvim amplikond nartsta
hladina fluorescence, kterou detekuje pfistroj S optickym vybavenim. Vysledky PCR
Vv realném ¢ase mohou byt kvalitativni (pfitomnost/absence PCR produktu) nebo kvantitativni
(pocet kopii DNA) (Arya et al. 2005).

3.3.2.2 Detekce produktii

Obecné rozlisSujeme tfi metody detekce:
1. interkala¢ni barviva vazajici se na dsDNA,;
2. fluorescenéné znacené sondy vazajici se na stfedni ¢ast amplikonu;

3. fluorescenéné znacené primery (Smarda et al. 2005).

V praxi se nejcastéji pouziva interkala¢ni barvivo SYBR Green | a TagMan

hydrolyzacni sondy (Arya et al. 2005).

Interkalacni barviva jsou nejjednodussim zptusobem detekce. V nenavazaném stavu
emituji pouze zanedbatelné mnozstvi fluorescence, ktera nartista po navazani na mensi zlabek
dsDNA. Nejrozsifenéjsim barvivem je SYBR Green I, jehoz schopnost vazat se na molekulu
DNA je 100krat vyssi nez u barviva ethidium bromid. Ve vysokych koncentracich muize
inhibovat prub¢h reakce, a proto je nutné optimalizovat jeho mnozstvi (Salihah et al. 2016).
Hlavni nevyhodou interkalacnich barviv je nespecifita (vazou se na jakoukoliv dSDNA).
Vyhodou tohoto zplisobu detekce jsou nizké financni ndklady a jednoduchy design
experimentu (Arya et al. 2005; Kubista et al. 2006). Princip interkala¢nich barviv je zobrazen
na Obr. 9.
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Obrazek 9: Navazané interkalaéni barvivo na dsSDNA (upraveno dle Arya et al. 2005)
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Sondy TagMan™ jsou hydrolyzagni oligonukleotidové sondy vyuzivajici 5°-3¢
exonukleazovou aktivitu Taq DNA polymerazy. Sonda se navaze mezi primery a obsahuje
dva typy znacek: fluorescen¢ni znacku (reportér) na 5° konci a zhase¢ na 3° konci. Zhasec¢ a
reportér Se od sebe nachdzi ve vzdalenosti pouhych nékolika nukleotidi. Kdyz je sonda
neporusena, tak zhase¢ pohlcuje fluorescenci, kterou emituje reportér. Béhem syntézy vlakna
dojde vlivem aktivity DNA polymerazy k rozstépeni sondy a emisi fluorescence (Butler
2012). Nevyhodou sond jsou vyssi pocate¢ni naklady. Princip TagMan sond je zobrazen na
Obr. 10.

Obrazek 10: TagMan sonda (upraveno dle Arya et al. 2005)
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zhased

reportér

Dale je mozné pouzit molekularni majaky (molecular beacons) tvofici volné v roztoku
strukturu vlasenky. Béhem reakce vznikne linearni struktura (oddali se reportér a zhasec) a
dojde k emisi fluorescen¢niho signalu. DalSim typem jsou bifunkéni molekuly Scorpions®,

které jsou navazany na primer a opét tvoii strukturu vlasenky.

Fluorescencné znacené primery se pii amplifikaci inkorporuji do produktu PCR a
vysilaji fluorescenéni signal. Vyuzivaji se univerzalni primery AmpliFluor™ a technologie
LUX svlasenkovou strukturou fungujici na stejném principu, jako zminéné sondy

s vlasenkovou strukturou (Smarda et al. 2005).
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3.3.2.3 Kinetika reakce

Grafickym vyjadfenim prab¢hu reakce je tzv. amplifikaéni graf, ktery je po ukonceni
amplifika¢niho programu sestrojen softwarem na zaklad¢ ziskanych dat. Graf je tvofen
amplifikacni kiivkou sigmoidalniho tvaru s odlisSnymi fazemi (Obr. 11). Osa ,x* znazoriuje

pocet cykli a osa ,y* hodnotu fluorescence (Arya et al. 2005).

Obrazek 11: Amplifika¢ni k¥ivka (upraveno dle https://www.dnasoftware.com/amplification-efficiency-
is-not-exponential/)
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V pocateéni fazi amplifikace se postupné hromadi fluorescence, kterou nelze odlisit od
hodnoty signdlu pozadi (baseline). U pocitatovych softwari byva hodnota baseline nastavena
na 3 az 15 cykld a béhem této faze piistroj nedetekuje zZadny signal. Hodnota signalu, ktera

piesahne hodnotu baseline, se nazyva prah detekce (treshold) (Arya et al. 2005).

Exponencialni faze je specificka exponencidlnim naristem mnozstvi amplikont a jejich
fluorescence. Cislo cyklu, b&hem kterého se nahromadi dostatek amplikonti a vznikne
detekovatelny signal, se oznacuje C: (cycle of treshold, cyklus prahu). Graficky v bodé Ct
dochazi k protnuti amplifikaéni kiivky a piimky treshold. Jeho hodnota je neptimo imérna
mnozstvi templatové DNA (¢im je vice templatové DNA, tim je nizsi Cy. Na zaklad¢ hodnoty
fluorescence v exponencialni fazi se kvantifikuje mnozstvi templatové DNA (LabGuide
2019).

V linearni fazi dochézi k postupnému vycerpavani slozek reakcéni smési. Jakmile se
slozky reak¢éni smési (napf. primery nebo dNTP) vycerpaji, dojde ke spojeni produktd a
nastava tzv. plato faze (Quan et al. 2018). Plato faze zac¢ina zhruba po 28 az 40 cyklech (Arya
et al. 2005).
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3.3.2.4 Metody kvantifikace

Kvantifikace produktu je u gPCR mozna dvéma zpusoby. Prvnim zplsobem je
absolutni kvantifikace (Obr. 12), pii které se vyuziva kalibra¢ni kiivka (pfimka) vytvofena
pocitaovym softwarem. Vychozi koncentrace nezndmého vzorku je zjisténa na zékladé
hodnot C: (oznaCované také Cq) testovaného vzorku a standardl, které maji znamou

koncentraci nebo pocet kopii (Arya et al. 2005).

Obrazek 12: Absolutni kvantifikace (A — jednotlivé amplifikacni kiivky 3 vzorkt s riiznym mnozstvim No; B —

kalibra¢ni kiivka standardii), pfevzato z http://www.generi-biotech.com
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Analyzou kalibra¢ni kiivky je hodnocena efektivita (E; u¢innost) reakce, ktera je dana
smérnici (sklonem) linearniho vyneseni Ct viéi dekadickému logaritmu koncentrace DNA
vzorku. Jak jiz bylo zminéno, tak pti 100% ucinnosti se mnozstvi produktu zdvojnasobi a
hodnota E odpovida hodnoté 2. Idealni ucinnost Gspésné probéhlé reakce se pohybuje v
nebo vznikem nespecifickych produktd (dimery primerl). Optimalni smérnice kalibra¢ni
kiivky by se méla pohybovat v rozmezi -3,6 do -3,1 a koeficient determinace (R?) by mél
dosahovat hodnot vétsich nez 0,98 (Bio-Rad Laboratories 2006).

Druhym zptsobem je relativni kvantifikace, kdy neni potfebné sestrojeni kalibra¢ni
kiivky ani pfiprava standard. Podstatou relativni kvantifikace je Srovnani mnoZzstvi
pozadovaného genu s expresi stejného genu v odlisSném vzorku. Vysledkem je vyjadfeni
zmény exprese cilové molekuly v porovnani s kontrolou (kalibratorem). Kalibrator
pfedstavuje vyjadieni vychoziho stavu a vii¢i nému se zjiSt'uji zmeény. VyuZitim z praxe mize

byt napiiklad srovnani trovné exprese mezi zdravou a rakovinnou tkani (Arya et al. 2005).
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3.3.2.5 Analyza kiivky tani (melting analyza)

Analyza kiivky tani slouzi k posouzeni, zda pii reakci doslo k amplifikaci pouze
specifickych produktii. Vyuzivd se u interkala¢nich barviv, kterd se vazou na kteroukoliv
dvouvlaknovou DNA a nejsou sekvencné specifickd. Po dokonceni amplifikace se spusti
program pii teplot¢ vyssi nez teplota tani primeru. Teplota je postupné navySovéana a dochazi
k denaturaci dsDNA, disociaci fluorescen¢niho barviva a poklesu intenzity fluorescence.
Grafickym vyjadfenim zavislosti teploty a intenzity fluorescence je kiivka tani. Na zéklad¢
derivace kiivky tani se vyhodnocuje ptitomnost nespecifickych produktt, které maji obvykle
nizsi teplotu tani nez specifické produkty. V piripadé vzniku nespecifickych produkti je kiivka
derivace tvofena dvéma a vice vrcholy (Downey 2014). Kiivka tani a jeji derivace je

zobrazena na Obr. 13.

Obrazek 13: Analyza kiivky tani (http://Jumtk.vscht.cz/miniatlas-vad/metody/gpcr/)
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3.3.2.6 Vyuziti v potravinaiském priamyslu

V odvétvi analyzy potravin je kvantitativni PCR v redlném Case ndstrojem se stale
SirSim uplatnénim. Poskytuje rychlou, levnou a vysoce senzitivni analyzu, diky které lze
spotiebiteli zarucit kvalitu a zdravotni nezavadnost potraviny (Salihah et al. 2016). Pfi
analyze potravin je kvalita izolované DNA ovlivnéna procesem zpracovani potraviny a
DNA. Uspésnost izolace DNA ovliviuje i pfitomnost dalsich slozek v matrici potraviny
(napt. lipidy, polysacharidy a proteiny). Vsechny tyto faktory ovliviyji délku a mnozstvi
amplifikovatelné DNA (Logan et al. 2009; Kanukova et al. 2020).
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Metodou PCR je mozné prokazovat autenticitu potravin, kdy se odhaluji nedeklarované
slozky produktu (Logan et al. 2020). Dale je mozna identifikace jednotlivych
rostlinnych/zivo¢iSnych druhti v potraviné (napf. u masnych vyrobku), pro kterou se diive
vyuzivaly metody zaloZené na analyze proteini. Problémem je, Ze u zpracovanych potravin
analyza proteinll nedokazala rozlisit pfibuzné zivoc¢isné druhy (Salihah et al. 2016), a proto se
pro tyto ucely Casto vyuziva multiplexni PCR v redlném case. DalSim vyuzitim je identifikace
alergenti pomoci imuno-PCR, ktera je schopna identifikovat i stopovd mnozstvi. Pro
identifikaci alergenti se standardn¢ vyuziva analyza pomoci enzymu vazaného na
imunosorbent (ELISA), ale u¢innost této metody klesa u vysoce zpracovanych potravin. Dale
je mozné identifikovat alergeny (multiplexni PCR) a geneticky modifikované organismy, u
kterych je problémem omezena dostupnost referenénich GM standardt (Iwobi et al. 2012;
Salihah et al. 2016). Pro identifikaci bakterii a virt Se pouziva kvantitativni real-time PCR
s interkalatnim barvivem ethidium monoazid, které penetruje do bunék s poruSenou

membranou a je schopné rozlisit zivé a mrtvé buiiky (Nocker & Camper 2006).
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3.3.3 Digitalni PCR (dPCR)

3.3.3.1 Obecna charakteristika

Digitalni polymerdzova fetézova reakce umoznuje absolutni kvantifikaci nukleovych
kyselin ve vzorku. Poprvé ji piedstavil Vogelstein a Kinzler v roce 1999 (Cao et al. 2020).
Princip reakce spociva v rozdéleni reakéni smési do oddild, ve kterych probiha amplifikace
izolovan¢. Objem reakcni smési v oddilech se pohybuje vrozmezi nékolika pikolitrit az
desitek nanolitrii (Fialova et al. 2019). Slozeni reakcni smési je shodné s PCR Vv redlném case.
Obsahuje DNA polymerazu, pufr, nukleotidy, primery, hotfe¢naté ionty a fluorescencni
molekuly. Pro detekci produktu se nejéastéji vyuziva interkala¢ni barvivo SYBR Green I a
TagMan sondy (Quan et al. 2018).

3.3.3.2 Detekce a kvantifikace produkti

Pro kvantifikaci neni nutné sestrojeni kalibracni ktivky, coz je hlavni rozdil pfi srovnani
této metody s qPCR. Emise fluorescen¢niho signalu vznikd u oddili s obsahem cilové
sekvence. Pfi vypoctu se vyuziva binomicka statistika, kdy oddily s pozitivnim signalem se
oznacuji hodnotou 1 a oddily bez signidlu hodnotou 0. Pro vypocet koncentrace cilovych
molekul je nutné znat pocet a objem reakénich oddili a mnozstvi pozitivnich signald.
Koncentrace je nasledné stanovena podilem pozitivnich oddili k jejich celkovému poctu.
Stanoveni koncentrace templatu v plivodnim vzorku probihd na zidkladé tzv. Poissonova

rozdéleni (Quan et al. 2018). Princip digitalni PCR zobrazuje Obr. 14.

Obrazek 14: Princip digitalni PCR (Cao et al. 2020)
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3.3.3.3 Rozdéleni technologii dPCR

Jednotlivé technologie digitalni PCR se odlisuji na zakladé zptsobu rozdéleni vzorku do
reak¢énich oddili. Rozdé€leni mize probihat pomoci mikroCipu (¢cdPCR — cipova digitalni
PCR) nebo kapek tvofenych emulzi vody a oleje (ddPCR — kapkova/dropletova digitalni
PCR) (Cao et al. 2020). U kapkové dPCR je vzorek s reakéni smési smichan s olejem, ktery
slouzi k oddé€leni jednotlivych kapi¢ek. Pouzivany olej by m¢l byt nereaktivni a pro stabilizaci
rozhrani vody a oleje se piidavaji povrchové aktivni latky (Cao et al. 2020). Generator kapek
rozptyli reakéni smés na 20 000 jednotlivych reakénich oddilti (Obr. 15), které se pfenesou na
96jamkovou PCR desti¢ku a jsou vlozeny do termocykleru. V termocykleru probéhne vlastni
amplifikace a pritomnost templatové DNA vyhodnocuje ¢tecka kapek. Zaznamenand data
zpracuje specialni software. U ¢ipové dPCR se vyuzivaji Cipy s izolovanymi komorami,
ptipadné jamkami a disperze vzorku mize probihat tfemi zpusoby (kanalova, tiskova nebo

pomoci mikrodesti¢ek) (Fialova et al. 2019).

Obrazek 15: Rozdéleni reakéni smési na kapicky (https://www.bio-rad.com/en-cz/life-science/learning-

center/introduction-to-digital-pcr/what-is-droplet-digital-pcr?ID=MDV31M4VY)

3.3.3.4 Vyuziti

Digitalni PCR umozniuje piesné a citlivé méteni poctu kopii DNA, zejména u vzorkt
s nizkou koncentraci templatu a u slozitych vzorka (Cai et al. 2014). Vyhodou oproti qPCR je
mensi vliv inhibitorl na reakci a absence postamplifikacni analyzy. Vzhledem k tomu, Ze neni
nutné provadét sériové fedéni, minimalizuji se chyby v disledku pipetovani. Nevyhodou
mohou byt vysoké ndklady na pfistrojové vybaveni. Metoda nachazi vyuziti v Iékatské
diagnostice, identifikaci druhti rostlin a ZzivocCichli, analyze potravin, forenzni genetice,

mikrobiologii a dalSich oborech (Fialova et al. 2019).
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4 Metodika

Experimentalni ¢ast prace byla koncipovana do tii fazi:

1. Testovaci a optimalizacni faze pro vybér kandidatnich STR markert S nejvyssi
druhovou a lokusovou specifitou.

2. Experimentalni faze testovani vlivu tepelného oSetieni na degradaci DNA.

3. Validaéni faze pro ovéfeni funkcnosti kandidatnich markert na redlnych vzorcich

potravin.
V ramci vSech fazi probéhlo testovani pomoci kvantitativni PCR v redlném case za

pouziti riznych druhii vzorkid. Pro vytvoreni kalibracnich standardi byla vyuzita digitalni

dPCR.
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4.1 Pouzité vzorky maku a makové vyrobky

Pro experimentalni ¢ast prace bylo vyuzito n¢€kolik druhii vzorkid. Pro testovani
specifity genetickych markerit byla DNA izolovana zlisti mladych rostlin nahodné
vybranych odriid maku, kterymi disponuje Katedra genetiky a Slechténi. Jednalo se o rostliny,
které¢ byly ziskdny v ramci grantovych projekti. Pro testovani vlivu tepelného oSetfeni na
DNA bylo vybrano 5 vzorkt nerozemletych semen bézné dostupnych v maloobchodnim
prodeji. Vzorky byly oznaceny nazvy CE16 az CE27 (Tab. 2). Posledni skupinou bylo 7
vzorki potravin s obsahem maku, které jsou zobrazeny v Tab. 3. Vzorek P2 neobsahoval mak
a slouzil jako kontrola.

Tabulka 2: Analyzovana semena

NAZEV VZORKU =BARVA SEMEN NAZEV NA OBALU

CE16 Seda semena Mak Sedy bio (Sonnentor)
CE18 modra semena | Mak modry (Plody slunce)
CE20 modra semena Mak modry (Fine Life)
CE26 modrd semena | Modry mak (Mak z Jarnej)
CE27 bila semena Biely mak (Mak z Jarnej)

Tabulka 3: Analyzované potraviny

NAZEV VZORKU NAZEV POTRAVINY

P1 Kaiserka makova
P2 Kaiserka ceredlni
P3 Dalamének

P4 Loupdk makovy
P5 Spicka s makem
P6 Makovky (susenky)
P7 Mini-Tuc (susenky)
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4.2 Priprava vzorku

4.2.1 Tepelné oSetieni semen

Vramci simulace vlivu teplotnich podminek byl kazdy vzorek ze skupiny
nerozemletych semen (CE16 az CE27) podroben 6 variantam tepelného oSetieni a 1 varianta

slouzila jako kontrola. Jednotlivé zptsoby oSetfeni shrnuje Tab. 4.

Tabulka 4: Zptsoby osetieni a pfipravy semen maku

VARIANTA PRIPRAVA ZPUSOB OSETRENI

A homogenizace v tfeci misce bez osetteni

30 min. v mikrovinné

B cca 2 ¢ajové IZicky do kadinky s vodou troubé (max. vykon)
20 min. v autoklavu
cca 2 ¢ajové IZicky do Erlenmeyerovy barky

C (75 ml), zabaleni bariky do alobalu (121 °C)

30 min. v horkovzdusné

D troubé (150 °C)

30 min. v horkovzdusné

E cca 2 kavové lzicky, zabaleni do alobalu troubé (175 °C)

30 min. v horkovzdusné

F troubé (200 °C)

30 min v horkovzdusné

G troubé (225 °C)
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4.2.2 lzolace DNA

Pied izolaci byly vSechny vzorky homogenizovany pomoci tfeci misky vychlazené
kapalnym dusikem. K dusiku byl postupné ptiddvan dany vzorek, ktery byl tlouckem
rozmélnén na jemny praSek. Po kazdém drceni nasledovalo omyti tfeci misky vodou, 96%
etanolem, 1% roztokem Sava a poté znovu etanolem, aby nedo$lo ke vzajemné kontaminaci
vzorkll. Z homogenizovanych semen bylo navazeno 100 mg vychoziho materidlu,
Z homogenizovanych potravin a listi byl odebran reprezentativni vzorek a byla provedena
izolace genomové DNA pomoci komeréniho kitu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Némecko).
Izolace byla provedena dle protokolu vyrobce a podrobny postup je soucasti kapitoly Ptilohy.
Principem izolace pomoci tohoto kitu je navazani DNA na silikagelové membrany
Vv kolonkéch. Kit obsahuje dva druhy kolonek — fialové pro mechanickou filtraci zbytk

bunécnych stén, precipitovanych proteinli a polysacharidi a bezbarvé pro absorpci a eluci

DNA

Ve zkumavkach sizolovanou DNA byla ovéfena jeji kvalita pomoci UV
spektrofotometrie s pfistrojem S-111107AW  NanoPhotometer (Implen, Némecko),
zobrazeném na Obr. 16. Koncentrace DNA byla méfena proti slepému vzorku s obsahem
elu¢niho pufru z izola¢niho kitu. Kazdy vzorek byl méfen dvakrat a z naméfenych hodnot byl
vypocitan pramér. Cistota izolované DNA byla uréena na zakladé poméru absorbanci Az
(absorpce DNA) a Azgo (absorpce bilkovin), ktery by u DNA mél byt v rozmezi od 1,7 do 2.
Nizké hodnoty poukazuji na pfitomnost proteinti ¢i jinych reagencii, pfipadné¢ na
nedostate¢nou koncentraci DNA (<10 ng/ul). Vysoké hodnoty nemusi znamenat problém,
protoze izolovana DNA mize kromé dsDNA obsahovat i ssDNA, volné nukleotidy a RNA,
které absorbuji pfi 260 nm. Po méfeni ndsledovalo nafedéni vyhovujicich vzorkd semen a
listlh na koncentraci 7,5 ng/ul. Vzorky potravin nebyly fedény z divodu naméfenych nizkych

hodnot pomérii absorbanci.
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Obrazek 16: S-111107 NanoPhotometer (Implen)

4.3 Dropletova digitalni PCR (ddPCR)

Metoda dropletové digitalni PCR byla zvolena pro piesnou kvantifikaci molekul DNA
ve vzorku. Jeji vyuziti umoznilo vytvotfeni kalibra¢nich standardd pro gPCR u semen a
potravin. Testovani probihalo pro markery OPTET156 a OPTET065 u 6 vybranych vzorkt
(odridy Malsar, Albin, Kék Duna, Bergam, Akvarel, Opex), které mély na zékladé¢ UV
spektrofotometrie vysokou koncentraci DNA. Pro amplifikaci byla vyuzita reakéni smés o

celkovém objemu 25 pl, jejiz sloZeni je uvedeno v Tab. 5.

Kompletni reakéni smés se nechala vytemperovat na laboratorni teplotu (po dobu cca 3
min.). Po vytemperovani se cely objem pienesl do jamky reakcni kazety pro generovani
kapic¢ek (DG8 ™ cartridge, Bio-Rad, USA), ktera se sklada ze tif fad. Do prostfedni fady byly
pipetovany vzorky a do spodni fady se pipetovalo 70 pl oleje pro tvorbu dropleti (Droplet
Generator Oil, Bio-Rad, USA). Reak¢ni kazeta byla zajisténa gumickou na utésnéni (DGS8
Gasket, Bio-Rad, USA) a premisténa do generatoru droplett (QX200 Droplet Generator, Bio-
Rad, USA). Poté se emulze s kapi¢kami opatrn¢ pienesla do PCR desticky, ktera byla
utésnéna hlinikovou folii v piistroji pro zapeceténi (PX1 PCR Plate Sealer, Bio-Rad, USA;
Obr. 17), které probihalo po dobu 10 s pfi teploté 185 °C.
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Po tepelném utésnéni byla desticka umisténa do termocykleru (T100 Thermal Cycler,
Bio-Rad, USA; Obr. 18) a amplifikovana za podminek uvedenych v Tab. 6. Sekvence
pouzitych primeri pro markery OPTET156 a OPTET065 jsou uvedeny v nasledujici kapitole
kvantitativni PCR v redlném case. Po amplifikaci byla desticka umisténa do ddPCR ctecky
(QX200 Droplet Reader, Bio-Rad, USA), kde byla zaznamenavana fluorescence jednotlivych
kapicek. Data byla vyhodnocena pomoci programu QuantaSoft v1.7.4. (Bio-Rad, USA).

Tabulka 5: Reakéni smés pro ddPCR

SLOZKA MNOZSTVi OBJEM (pl)
QX200™ddPCR™EvaGreen Supermix 1x 12,5
Primer F 0,2 uM 0,5
Primer R 0,2 uM 0,5
H.0 - 6
DNA 45 ng 6

Tabulka 6: Teplotni cyklus pro ddPCR

FAZE DOBA | TEPLOTA (°C) POCET OPAKOVANI
pocatecni denaturace 5 min. 95 °C 1x
denaturace 30s. 95°C 40x
annelace + extenze 60 s. 60 °C 40x
chlazeni 5 min. 4°C 1x
stabilizace 5 min 90 °C 1x
finalni chlazeni dle potieby 10°C 1x

35



Obrazek 17: PX1 PCR Plate Sealer (Bio-Rad) Obrazek 18: T100 Thermal Cycler (Bio-Rad)

4.4 Kvantitativni PCR v realném ¢ase (QPCR)

Kvantitativni PCR v redlném case byla provedena u vzorka listd, semen i potravin.
Teplotni profil, sekvence pouzitych primeri a slozeni reakéni smési bylo u vSech reakci
stejné. Slozeni reak¢éni smési o celkovém objemu 10 pl je uvedeno v Tab. 7. Pouzity supermix
obsahoval Sso7D fusion DNA polymerazu, smés dNTP, MgClz, barvivo SYBR Green | Dye,
interni referenci zaloZzenou na barvivu ROX a enhancer. Sso7D fusion DNA polymeraza je
kovalentné spojena se sekvencné nespecifickym proteinem, ktery se ziskava z termofilni
archebakterie (Sulfobus solfataricus) zijici ve vulkanickych horkych pramenech. Wang et al.
(2004) tuto strategii predstavil a patentoval v roce 2004. Protein se vaze na dsDNA bez
sekvenéni preference a zabrafiuje disociaci polymerazy béhem amplifikace (Wang et al. 2004;
Yadav 2015). Teplotni profil reakci shrnuje Tab. 8. a sekvence pouzitych primera pro kazdy
marker jsou uvedeny v Tab. 9. Amplifikace probihala v termocykleru CFX Connect™ Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad, USA; Obr. 19). Standardy a vzorky byly pipetovany
do 8 stripil a analyzovany ve tfech opakovanich. Vyhodnoceni kvantitativni PCR v redlném

Case bylo provedeno v programu CFX Maestro v4.1.24. (Bio-Rad, USA).
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Prvni amplifikace probihala za ucelem ovéteni specifity jednotlivych genetickych
markert. Analyzované markery byly mikrosatelitniho typu a byly vybrany ze souboru 27
publikovanych markert (Vasek et al. 2021). Z tohoto souboru bylo vybrano 5 nejvhodnéjsich
s vysokou druhovou specifitou. Pro testovani byly pouzity vzorky DNA z listii, ze kterych
byly pomoci sériového tedéni vytvoreny standardy pro qPCR S nasledujicim mnozstvim
DNA: 30; 15; 7,5; 3,75 a 1,875 ng/ul. Na zaklad¢é vysledka amplifika¢nich kiivek a melting
analyzy byly vybrany 2 markery (OPTET065, OPTET156), které slouzily pro testovani

vzorku tepelné oSetienych semen a potravin.

Ugelem druhé amplifikace bylo testovani vybranych markert u tepelné oSetfené DNA.
Standardy vytvorené na zékladé ddPCR obsahovaly nasledujici mnozstvi DNA: 64 000; 8
000; 1 000; 125 a 15,6 pg/ul. Cilem této qPCR bylo ovéieni, zda oba markery detekuji stejné
mnozstvi DNA. Odlisné hodnoty mohou znamenat degradaci DNA vlivem simulovanych

podminek. Vysledky této ¢asti byly statisticky zpracovany.

Posledni amplifikaci bylo testovani markerd OPTET156 a OPTET065 na realnych
potravinach. Standardy obsahovaly stejné mnozstvi DNA, jako pfi pfedchozi reakci. Cilem

bylo otestovani, zda jsou markery schopné detekovat DNA i ve vzorku realné potraviny.

Tabulka 7: Slozeni reakéni smési pro qPCR

SLOZKA MNOZSTVi  OBJEM (pl)

SsoAdvanced Universal SYBR Green

1x 5
Supermix
Primer R 0,2 uMm 0,5
Primer F 0,2 uMm 0,5
DNA 30 ng 4
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Obrazek 19: CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System

Tabulka 8: Teplotni cyklus pro gPCR

FAZE DOBA TEPLOTA (°C) POCET OPAKOVANI
pocatecni denaturace | 120 s 98 °C 1x
denaturace 10s 98 °C
45x
annealing + extenze 25s 60 °C
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Tabulka 9: Sekvence vybranych prime

NAZEV DELKA
MARKERU PRODUKTU (bp) PRIMER F (5 -> 3°) PRIMER R (5 -> 3°)
OPTETO024b 207-234 ATCGTGGTGGAATGAGTGTT gtttcttGGTTCGTTTGGAGTTACACAA
OPTETO065 224-232 GATAGCACAGGAAAAAGTACAACATA gtttcttGGTTATTGACATACATGGTGGA
OPTET156 136-144 AGTTTTACAAACAGGGTTGATTTC gtttcttCATCATCTGATTATCATAAACCTCA
OPPEN29 146-177 TTACAAGCCGAGTGGGTGTT
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45 Statisticka analyza dat

Data z testovani tepelné oSetfenych vzorkll semen byla statisticky zpracovana. Prvnim
krokem bylo vytvoteni jednoduchych regresnich modeld, které byly sestaveny na zakladé
kalibrac¢nich ktivek. Kvalita modelii byla vyhodnocena na zaklad¢ koeficientu determinace
(R?), ktery udava, kolik procent variability zavisle proménné (Cq) je vysvétleno hodnotami
nezavisle proménné (logDNA). Na zéklad¢ regresnich modeli byly vypocitany odhadované
koncentrace DNA ve vzorcich. Pro zhodnoceni rozdéleni hodnot Cq u jednotlivych variant
byly sestrojeny krabicové diagramy (boxploty), které jsou neparametrické a zobrazuji rozdily

bez ptredpokladu normalniho rozdéleni dat.

Statisticka analyza dat byla provedena v programu STATISTICA ver.12. (Statsoft, Inc.
2013) a grafické vystupy v programu R ver.4.1.3 (R Core Team 2022). Data byla porovnana
pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu (jednofaktorovda ANOVA), kterd sleduje ucinek
faktoru (zptisobu oSetfeni) na zavisle proménnou (hodnotu logaritmu mnozstvi DNA). VVzorky
byly béhem PCR analyzovany v triplikdtech, a proto byly hodnoty pted analyzou
zprumérovany pro minimalizaci chyb pipetovani. Vysledky byly hodnoceny na hladiné
vyznamnosti a = 0,05. Pfed zah4jenim vlastni analyzy byla provedena exploracni analyza dat,
kterd ovéfila predpoklady (normalitu a homogenitu dat) pro provedeni ANOVY. K ovéfeni,
zda data pochdzi z normalniho rozdéleni, byl zvolen Shapiriv-Wilkiv test. Nasledné byla
ovéiena homogenita rozptyld pomoci Bartletova testu. Po ovéfeni predpokladi byla stanovena
nulova hypotéza, Ze zpisob oSetieni nema statisticky vyznamny vliv na hodnotu logaritmu
mnozstvi DNA. Nulova hypotéza byla testovana pomoci F-testu a rozdily mezi jednotlivymi

variantami oSetfeni byly hodnoceny pomoci Tukeyho testu.
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5 Vysledky

51 lzolace DNA

Kvalita izolované DNA byla hodnocena na zakladé hodnot poméru absorbanci, které by
se mély pohybovat Vv rozmezi 1,7 az 2. Hodnoty spolu s koncentracemi u vzorkd potravin a
tepeln¢ oSetfenych semen shrnuji Tab. 10 a 11. Nevyhovujici hodnoty poméru absorbanci
byly oznaceny Cervené. U vzorkd potravin byla vétSina hodnot mensich nez 1,7. Z hlediska
kvality DNA vyhovoval pouze vzorek P1 (Kaiserka makova) s hodnotou poméru absorbanci
1,9. Vzorky potravin nebyly fedény a na zaklad¢ neredln¢ vysokych koncentraci lze
predpokladat, Ze vysledky méfeni byly zkresleny. U skupiny tepelné¢ oSetfenych semen se
vétSina hodnot pohybovala v daném intervalu, pouze u nékterych variant oSetfeni

V horkovzdusné troubé (E, F, G) Ize vidét nizsi kvalitu izolované DNA.

Tabulka 10: Hodnoty koncentraci a poméru absorbanci u DNA ze vzorkl potravin

VZOREK A260/A280 KONCENTRACE [ng/ pl]
P1= Kaiserka makova 1,9 194
P2= Kaiserka cerealni 1,59 171
P3= Dalamanek cerealni 1,37 99,5
P4= Loupdk makovy 1,5 17,5
P5= Spicka s makem 1,39 56,5
P6= Makovky (susenky) 1,56 106
P7= Mini-Tuc (susenky) 1,57 118
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Tabulka 11: Hodnoty koncentraci a poméru absorbanci u DNA z tepelné oSetienych semen

VZOREK = VARIANTA = A260/A280 KONCENTRACE [ng/ pl]
A 1,8 81,5
B 1,9 232
C 1,8 140
CE16
D 2 44
E 1,5 47,5
F 1,9 41
G 1,5 31,5
A 1,8 82
B 1,7 25,5
18 C 1,8 77
D 1,9 37
E 1,7 34,5
F 1,7 30,5
G 1,4 39,5
A 1,7 35,5
B 1,8 42
CE20 C 1,7 26
D 1,7 18
E 1,5 17,5
F 16 24
G 1,4 24,5
A 1,7 49,5
B 1,9 260
- C 1,8 144
D 1,8 31,5
E 1,6 38
F 1,6 24
G 1,4 35
A 1,7 62
B 1,9 254
C 1,7 278
CE27
D 1,7 81,5
E 1,5 39,5
F 1,4 36,5
G 13 55,5
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52 (PCR pro testovaci a optimaliza¢ni fazi

Na zakladé¢ amplifikace a melting analyzy byla urovdna specifita markerQ
OPTET024b, OPTET063, OPTET065, OPTET156 a OPPEN29. Vznik PCR produkti byl
ovéfen na zaklad¢é amplifikacnich kiivek, které vykazovaly standardni pribéh a dle tvaru
kiivek tani dochazelo nad trovni prahu pouze ke vzniku specifickych produkt. Parametry
kalibra¢nich kiivek u testovanych markeri jsou shrnuty v Tab. 12. Na zakladé parametrt byly
vybrany dva markery s riznou velikosti amplikonu: OPTET065 (224 az 232 bp) a OPTET156
(136 az 144 bp). Amplifikacni efektivita u obou markert neptekrocila hodnotu 110 % a
hodnoty sklonu nélezely do intervalu -3,1 az -3,6. Grafické vystupy priibéhu PCR reakce u
obou vybranych markeri lze vidét na Obr. 20 a 21 a ostatni markery byly umistény do Ptiloh.
Grafické vystupy zobrazuji amplifika¢ni kiivku (a), kalibra¢ni kiivku (b) a kiivku melting

analyzy spolu s jeji zapornou derivaci (c, d).

Tabulka 12: Parametry prib¢hu reakce u testovanych markert

NAZEV MARKERU EFEKTIVITA (%) SKLON R?
OPTETO065 109,7 - 3,109 0,994
OPTET156 102,8 - 3,256 0,995
OPPEN29 119,6 - 2,927 0,982
OPTETO63 109,1 -3,121 0,996

OPTET024b 117,6 - 2,962 0,998
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Obrazek 20: Vysledek qPCR pro marker OPTET065 V testovaci a optimalizaéni fazi ( a — amplifikaéni kiivka; b — kalibraéni ktivka, ¢ — kiivka melting analyzy, d —
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Obrazek 21: Vysledek gPCR pro marker OPTET156 v testovaci a optimalizaéni fazi (a — amplifikaéni kiivka; b — kalibra¢ni kiivka, ¢ — kfivka melting analyzy, d —
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5.3 qPCR pro experimentalni fazi

Pii testovani tepelné oSetfenych semen byla z divodu velkého mnozstvi vzorkl
amplifikace spusSténa nadvakrat, a proto lze pro kazdy marker vidét dvé kalibracni kiivky.
Pribéh reakce byl hodnocen na zaklad¢é parametra kiivek, které zobrazuje Tab. 13. Efektivita
amplifikace se u obou markerti pohybovala v pozadovaném intervalu 90 az 110 %. Hodnoty

sklonu kalibrac¢nich kfivek nalezely do doporu¢eného intervalu -3,1 az -3,6.

Tabulka 13: Parametry kalibra¢nich kiivek u markerit OPTET065 a OPTET156

PARAMETR OPTET156 OPTET065
104 99,3
EFEKTIVITA (%) 110,3 97,4
0,972 0,989
R? 0,991 0,986
-3,223 -3,340
SKLON KALIBRACNI KRIVKY -3,095 -3,387

5.3.1 Statisticka analyza dat

Vysledky odhadovaného mnoZstvi DNA ve vzorcich na zékladé vytvofenych regresnich
modell byly pro prehlednost graficky vizualizovany (Obr. 22) a vlastni ¢iselné vysledky byly
dany jako soucast Ptiloh. Pro kazdy marker jsou uvedeny dva grafy, kdy graf vlevo zahrnuje
meéfeni vzorkl oSetienych variantami A az E a graf vpravo zahrnuje varianty F az G. Grafy
zobrazuji nejen hodnoty standardii a vzorki, ale i1 vlastni regresni rovnice a hypotetické limity
detekce pro absolutni pocet molekul DNA daného lokusu/markeru (modra a Zluta pteruSovana
linie). Hodnoty nad touto linii jsou povaZovany za faleSn€ pozitivni signaly a nebyly
zahrnovany do statistické analyzy. Aproximace limitu byla provedena na zaklad€ piepoctu
velikosti haploidniho genomu maku (bp) na hmotnost (pg). Zjisténd hmotnost byla dosazena
do regresni rovnice a byla zjiSténa odpovidajici hodnota Cq. U grafického zobrazeni pro
OPTETO065 se nekolik méteni nachazi nad timto limitem, zejména u grafu vpravo, kde marker
nebyl schopen detekce. U markeru OPTET156 je patrna vyssi specifita (méné vzorkd pod

limitem).
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Obrazek 22: Vysledek qPCR pro experimentalni fazi u markerid OPTET065 a OPTET156
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Na zakladé diagramu pro marker OPTETO065 (Obr. 23) je patrné, Ze varianty D, E, Fa G
se nachazi nad stanovenym limitem detekce (Cervend Cara) a byly vyhodnoceny jako falesné
pozitivni vysledky. Pro dany marker byly statisticky hodnoceny pouze varianty B, C a
kontrolni skupina A. Nejnizsi hodnoty Cq a zaroven nejvétsi rozptyl vysledkt byl u kontrolni
skupiny A. U skupiny B (mikrovinné trouba — 30 min.) 1ze vidét nejmensi rozptyl hodnot,
ktery se pohyboval mezi 25 az 28 cykly. U skupiny C (autoklav — 121 °C) se cyklus prahu
pohyboval mezi 23 az 32 cykly. U vSech variant oSetieni v horkovzdu$né troubé (D az G)
marker nebyl schopen DNA detekovat. Na diagramu pro OPTET156 (Obr. 24) byly rozptyly
jednotlivych hodnot mensi nez u pfedchoziho markeru. Nejvétsi rozptyl vysledki I1ze vidét u
varianty D (horkovzdusna trouba - 150 °C), kde se né&které hodnoty nachazely nad
stanovenym limitem detekce. Limit detekce byl lehce piekrocen u varianty F (horkovzdusna
trouba — 200 °C) a G (horkovzdusna trouba — 225 °C). U variant B, E, F a G se nachazely
odlehlé hodnoty (tzv. outliers), které nebyly statisticky hodnoceny.

Obriazek 23: Krabicovy diagram pro OPTET065

OPTETO065
-t
1
o |
<
i I
—_ |
Ty, 1
U- m —_—
&

25

Varianta pokusu

48



Obrazek 24: Krabicovy diagram pro OPTET156

OPTET156

—_

35
o>

(on
&) o _| 1
™M o ——
C
e
—
g_ I O

Varianta pokusu

Na zéklad¢ explora¢ni analyzy pomoci Shapiro-Wilkova a Bartletova testu nebyla
zamitnuta normalita dat a byl splnén pfedpoklad homogenity. Vysledky exploracni analyzy
jsou uvedeny v Tab. 14. Nezavislost méfeni byla zajisténa designem pokusu a nahodnym
vybérem vzorki. Na zakladé F testu (Tab. 15) byla zamitnuta nulova hypotéza a byla piijata
alternativni hypotéza, ze oSetfeni ma statisticky vyznamny vliv na hodnotu logaritmu

mnozstvi DNA.

Tabulka 14: Vysledky testii explora¢ni analyzy

TEST OPTETO065 OPTET156
W =0,93 W =0,96
Shapirtv-Wilktv
p hodnota = 0,33 p hodnota =0,21
K-squared = 3,95 K-squared = 7,87
Bartletiv df =2 df=6
p hodnota =0,14 p hodnota = 0,25
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Tabulka 15: Vysledky F-testu

TEST OPTET065 OPTET156
F=5091 F=5317
F-test p = 0,02 p = 4,978. 103

Vysledky Tukeyho testu, ktery hodnotil statistickou vyznamnost rozdili stfednich
hodnot mezi jednotlivymi skupinami, jsou uvedeny v Tab. 16 a 17. Statisticky vyznamné
hodnoty pravdépodobnosti byly oznaceny cervené. Pro doplnéni byly vysledky zobrazeny i
pomoci krabicovych diagramu (Obr. 25, 26). U markeru OPTETO065 byly statisticky
vyznamné rozdily prokézany mezi kontrolni skupinou A a skupinou C (autoklav — 121 °C).
Porovnanim skupiny B (mikrovinna trouba — 30 min.) s kontrolni skupinou A a skupinou C
nebyly prokazany statisticky vyznamné rozdily. U markeru OPTET165 byly statisticky
vyznamné rozdily téméf mezi vSemi variantami oSetfeni. Rozdily nebyly prokédzany mezi
skupinou B a C (mikrovInna trouba a autoklav) a poté mezi skupinou D (horkovzdusna trouba

— 150 °C) a ostatnimi variantami peceni v troubé (E, F, G).

Tabulka 16: Vysledky Tukeyho testu pro OPTETO065 Obrazek 25: Krabicovy diagram Tukeyho testu

pro OPTETO065
POROVNAVANE VARIANTY = p HODNOTA b . °
o - 1 1
B-A 0.72 o .
=) T
C-A 0.02 8 o] —— —
T T T T
A B c
C-B 0.09

Varianta pokusu
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Tabulka 17: Vysledky Tukeyho testu pro OPTET156

POROVNAVANE p HODNOTA
VARIANTY
B-A 0,04
C-A 0,03.10-2
D-A 0,00
E-A 0,00
F-A 0,00
G-A 0,00
C-B 0,45
D-B 0,02.10*
E-B 0,03.10°3
F-B 0,00
G-B 0,00
D-C 0,02.1072
E-C 0,04.10*
F-C 0,01.10*
G-C 0,01.10°
E-D 0,79
F-D 0,44
G-D 0,05
F-E 0,02
G-E 0,01.10*
G-F 0,89
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Obrazek 26: Krabicovy diagram Tukeyho testu pro OPTET156
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Vysledkem laboratorné kontrolovaného oSetfeni semen byl statisticky prokazany vliv
tepelného oSetfeni na mnoZstvi DNA, kterd byla snadnéji amplifikovdna pomoci markeru

s mensi velikosti amplifikovaného fragmentu (OPTET156).
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54 qPCR pro valida¢ni fazi

Parametry pribéhu reakci stanovené na zakladé kalibracnich kiivek zobrazuje Tab. 18.
Kalibra¢ni kiivka amplifikace s markerem OPTETO065 méla hodnotu sklonu -2,99, ktera lezi
mimo interval pro idealni kalibra¢ni kiivku. Amplifikac¢ni efektivita prekroc¢ila doporu¢enou
hranici 110 %. U markeru OPTET156 méla kiivka sklon -3,46, ktera nalezi do intervalu
sklonu pro idealni kiivku. Amplifikacni efektivita s hodnotou 94,6 % spliuje doporucenou
hodnotu.

Tabulka 18: Parametry pribéhu qPCR u potravin

PARAMETR OPTETO065 OPTET156
EFEKTIVITA (%)
116,1% 94,6
RZ
0,98 0,97

SKLON KALIBRACNI PRIMKY
-2,99 -3,46

U kalibra¢ni kiivky pro OPTETO065 se vétSina vzorkil nachézela pod stanovenym
limitem detekce (pierusované linie). Dva vzorky se nachazely vyrazné nad limitem kolem 45.
cyklu a Ize je povazovat za falesné pozitivni vysledky. Detekované mnozstvi logaritmu DNA
se u vSech vzorkii pohybovalo kolem hodnoty 2. Kalibra¢éni kiivka s odhadovanymi

koncentracemi vzorku je zobrazena na Obr. 27.

U kalibra¢ni kiivky pro OPTET156 se vzorky nachéizely pod stanovenym limitem
detekce. Marker detekoval vétsi rozsah hodnot mnozstvi logaritmu DNA, ktery se nachazel
mezi hodnotami 2 az 3. Hodnota Cq se u téchto vzorki pohybovala kolem 25 az 30 cykly.
V blizkosti limitu detekce se nachazely vzorky s hodnotou logaritmu DNA mezi 0,5 az 0.

Kalibra¢ni kiivku s odhadovanymi koncentracemi vzorkl zobrazuje Obr. 28.
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Obrazek 27: Vysledek qPCR pro OPTET065 u vzorkl potravin
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Obrazek 28: Vysledek qPCR pro OPTET156 u vzorkl potravin
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6 Diskuze

Zasadnim krokem pfi vyvoji spolehlivé metody s pouzitim molekularnich markert je
kvalitné provedena izolace, coz potvrzuje né€kolik autori (Sangwan et al. 2000; Kanukova et
al. 2020), ktefi se zabyvali izolaci DNA z maku setého (Papaver somniferum L). V ramci této
prace byl vyuzivan komer¢ni kit, konkrétné DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Némecko),

pomoci kterého byla provedena izolace DNA ze tfi riznych vzorku.

Prvni skupinou vzorkd byly mladé listy potravinaiského maku. U mladych, rychle
rostoucich a zdravych rostlinnych pletiv je provedeni izolace nejefektivnéjsi, jelikoz maji
vEtsi pocet bunck a ukladaji méné Skrobu a metabolitti (Varma et al. 2007). U vzork tohoto
typu je ocekavana vysoka vytéznost DNA, a proto byly vyuzity pii optimaliza¢ni a testovaci
fazi experimentu. Na zaklad¢ spektrofotometrického ovétfeni bylo zjisténo, Zze u mladych

rostlin izolace poskytla DNA vyhovujici kvality.

Druhou skupinu vzorkd tvofila tepelné oSetiena semena, u kterych je provedeni
které zabranuji pusobeni rozpoustédel. Dle autora Sangwan et al. (2000) lIze postup izolace
olejnatych semen modifikovat vyextrahovanim lipidi pfed zahdjenim izolace, coz zabrani
vytvofeni tukové vrstvy nad homogenatem, kterd ztézuje odebrani supernatantu. Navic
semena maku obsahuji sekundarni metabolity, které spolu s DNA tvoii komplexni slouceniny.
Obtizné provedeni izolace u semen maku potvrzuje i studie autord Kanukova et al. (2020).
Kromé téchto faktort byla vytéznost DNA ze semen ovlivnéna riznymi stupni tepelného
oSetfeni. Kvalitni DNA poskytovaly vzorky oSetfené vV mikrovinné troub¢, v autokldvu pii
121 °C a v horkovzdusné troubé pti 150 °C. U vyssich teplot byla kvalita izolované DNA

niz§i.

Treti skupinou byly vzorky potravin. lzolace DNA z potravinové matrice je slozita,
nebot’ obsahuje mnozstvi jinych slozek, které ovliviiuji vytéznost DNA a mohou zapfticinit jeji
degradaci a fragmentaci. Vytéznost kvalitni DNA u potravin Klesa s mirou zpracovani (Peano
et al. 2004; Smith et al. 2005) a s pfitomnosti jinych nukleovych kyselin v matrici potraviny
(Lipp et al. 2005).
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U vzorki analyzovanych v této praci (P1 - P7) byla pii vyrobé pouzita pseni¢na mouka, zitna
mouka, je¢na sladova mouka, s6jova mouka a bramborovy Skrob. Kromé toho mohou
obsahovat stopova mnozstvi ofechi, Inéného seminka, sezamu nebo kminu. VSechny tyto
slozky mohou mit vliv na kvalitu izolované DNA. Po spektrofotometrickém méteni kvality

bylo zjisténo, Ze kvalita izolované DNA z potravin nedosahovala doporuc¢enych hodnot.

Izola¢ni metoda byla vzhledem ke slozité povaze vzorkl G¢inna a poskytovala kvalitni
DNA, ovSem dle vysledkii u laboratorné oSetienych semen lze usuzovat, ze jeji tcinnost
Klesala s narustajicimi teplotami oSetfeni. Teploty oSetieni vyssi nez 200 °C byly pro izolaci
kvalitni DNA problematické, coz platilo také u pouzitych vzorkll potravin, které¢ byvaji pfi
téchto teplotach zpracovavany. Vliv zpracovani potravin na degradaci a zhorSenou detekci
DNA potvrzuje mnozstvi studii (Bauer et al. 2003; Masataka et al. 2004; Peano et al. 2004;
Chapela et al. 2007; Hrn¢itova et al. 2008).

DNA ze vSech zminénych druhti vzorku byla vyuzivana k amplifikaci v riznych
fazich experimentu této prace. Po ovéfeni specifity markerti pomoci PCR v redlném case byla
DNA 1z osetfenych semen a potravin amplifikovana S pouzitim primert lemujicich dva
mikrosatelitni lokusy s odlisnou délkou fragmentu (~225 bp a ~135 bp). Delsi lokus
(OPTETO065) byl u¢inn¢ amplifikovan v DNA izolované z mladych listh a ze semen
oSetfenych teplotami do 150 °C. V souladu s teoretickym ptedpokladem se u DNA izolované
ze semen oSetfenych teplotami nad 150 °C G¢inné amplifikoval pouze krat$i mikrosatelitni
lokus (OPTET156). V ramci validac¢ni faze byla provedena amplifikace markert i na redlnych
vzorcich potravin, ktera opét potvrdila u¢innéjsi amplifikaci krat§iho mikrosatelitni lokusu. U
vzorku P2 (kaiserka cerealni) nebyla uspésna amplifikaci ani pomoci jednoho markeru, ¢imz
byla potvrzena jejich specifita pti detekci a kvantifikaci maku u vzorkt potravin. Dale bylo
prokézéno, ze DNA ztepelné zpracovanych a jinych degradovanych rostlinnych matric by
meéla byt amplifikovana pouze v kratkych sekvencich DNA, protoZe naptiklad pekaiské
vyrobky byvaji nejcastéji zpracovavany pii teplotach kolem 200 °C (Doveri et al. 2006;
Gryson et al. 2010). Strategii analyzy kratSich sekvenci vyuzivaji i studie zabyvajici se
analyzou DNA z geneticky modifikovanych organismii ve zpracovanych potravinach
(Yoshimura et al. 2005). Tato studie zaroven doporucuje analyzu vysoce degradované DNA
pomoci PCR v oblastech svyssim obsahem GC bazi, které vykazuji veétsi stabilitu pfi

tepelném zpracovani.
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Podstatou této prace bylo otestovani konkrétnich mikrosatelitnich markert
na potravinach, ovSem dalSim rozvojem této metody lze markery vyuzit pii detekci a
rozliSovani potravinarského a farmaceutického maku. Mék jako potravina je Casto postizen
praktikami falSovani, kdy kvalitni mak modré barvy a nasladlé chuti byva falSovéan
technickym/farmaceutickym makem (SedoCerna barva, bez chuti). Pro stanoveni druhového
pivodu se mohou pouzit chemické rozbory, které ale nejsou schopny identifikovat pivod
daného kultivaru. Pro tento ucel jsou vhodné pravé analyzy DNA, jako napiiklad PCR

V realném case.
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[ Zavér
Na zavér lze konstatovat, ze zvolené cile prace byly splnény. Shrnuti poznatkl

plynoucich z préce je uvedeno v nésledujicich bodech:

e Na zaklad¢ kvantitativni PCR v realném Case byly vybrany dva specifické STR
markery pro detekci a kvantifikaci maku v potravinach.

e Byl hodnocen vliv tepeln€¢ho oSetfeni na semena potravinarského maku na zaklade
amplifikace dvou vybranych markerti u tepelné oSetfenych semen maku.

e Laboratorn¢ kontrolovany pokus potvrdil hypotézu, ze vlivem ptisobeni vysokych
teplot dochazi k degradaci DNA a vzniku fragmentd.

e Pro detekci a kvantifikaci maku v potraving je vhodnéjsi pouzit marker s mensi
velikosti amplikonu.

e Vybrané genetické markery jsou specifické a je mozné jejich vyuziti pti identifikaci a

kvantifikaci méaku v potraving.
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8 Prilohy

Priloha 1: Postup izolace DNA pomoci DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

100 mg vzorku bylo pieneseno do zkumavek, zmrazeno tekutym dusikem a rozdrceno
V tfeci misce S tlouckem.

Do kazdé zkumavky bylo ptidano 400 pl pufru APl a 4 pul RNase A (100 mg/ml).
Naésledovalo kratké vortexovani.

Nésledovala homogenizace na vibraéni tfepacce a 10 min inkubace v termobloku pfi
65 °C. Ruénim pfevracenim zkumavky byly vzorky béhem intubace jesté 2x az 3x
homogenizovany.

Poté bylo do zkumavek ptidano 130 pl pufru AP2 a vzorky byly vlozeny na 5 min do
mraznicky.

Nésledovala centrifugace pii 20 000 x g po dobu 5 minut a supernatant byl pfemistén
do 2ml fialovych zkumavek s filtrem (QlAshreder Mini spin column) pro zachyceni
necistot.

Vzorky byly centrifugovéany pii 20 000 x g po dobu 2 minut. Filtrat byl pfemistén do
¢istych mikrozkumavek.

Byl pfidan 1,5 objemu supernatantu (675 pul) AW1 pufru s ethanolem.

Nésledovalo piepipetovani do bilych zkumavek s filtrem (soucast kitu) a byly
centrifugovany 1 minutu pii 6 000 x g. Dna byla navdzana na filtr.

Filtry byly pfemistény do novych zkumavek (soucast kitu).

10) Nasledovalo ptidani 500 pl promyvaciho pufru AW2 s ethanolem a byla provedena

centrifugace pii 6 000 X g po dobu 1 minuty.

11) Filtrat byl pielity do odpadni kadinky a krok 10 byl zopakovan.

12) Po opétovném vyliti filtratu nasledovala centrifugace po dobu 2 minut pti 20 000 X g.

13) Filtry byly pfemistény do Cistych zkumavek a bylo pfidano 50 pl pufru AE

pfedehiatého na 65 °C.

14) Nasledovala inkubace vzorku s pufrem po dobu 5 min v centrifuze za pokojové

teploty a poté centrifugace po dobu 1 minuty pfi 6 000 x g. Tento krok zajist'uje eluci
DNA z filtru do pufru.

15) Do zkumavek bylo piidano dalsich 50 ul ptedehiatého pufru AE a krok 15 byl

zopakovan. Izolovana DNA byla zmrazena.
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Piiloha 2: Vysledky qPCR Vv optimaliza¢ni a testovaci fazi u ostatnich markert

a) Amplification - OPTET024b b) Standard Curve - OPTET024b
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Piiloha 2 (pokracovani): Vysledky qPCR Vv optimalizacni a testovaci fazi u ostatnich markeru
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Piiloha 2 (pokracovani): Vysledky qPCR Vv optimalizacni a testovaci fazi u ostatnich markert
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Piiloha 3: Hodnoty odhadovanych mnoZstvi DNA ve vzorcich semen pro OPTET065

zpUSOB MNOZSTVi  LOGARITMUS MNOZSTVi
OSETRENi VZOREK DNA (pg) DNA
A CE16  10146,25 4,01
A CE18 8857,19 3,31
A CE20  15435,45 3,06
A CE26  16920,48 1,27
A CE27 7187,89 2,00
B CE16 2037,87 0,81
B CE18 6361,64 0,83
B CE20 355,25 3,95
B CE26 1973,53 3,80
B CE27 1784,91 2,68
C CE16 1143,54 2,21
C CE18 476,57 0,90
C CE20 314,97 0,66
(@ CE26 1559,85 4,19
(o CE27 241,79 2,55
D CE16 18,80 2,50
D CE20 4,10 0,61
D CE26 44,15 1,78
D CE27 91,75 1,02
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Priloha 3 (pokracovani): Hodnoty odhadovanych mnoZstvi DNA ve vzorcich semen pro
OPTETO065

zpUSoOB MNOZSTVi  LOGARITMUS MNOZSTVi

. . . VZOREK

OSETRENI DNA (pg) DNA
E CE16 98,98 0,18
E CE18 161,65 4,23
E CE20 60,05 3,30
E CE26 57,83 3,19
E CE27 8,80 1,64
F CE16 6,39 1,76
F CE18 7,91 0,61
F CE20 10,36 0,36
F CE26 4,11 3,86
G CE16 6,71 3,25
G CE18 4,59 2,38
G CE20 1,53 1,96
G CE26 2,28 0,94
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