. Fakulta zemédélska  Jihodeska univerzita
. ‘ a technologicka v Ceskych Budg&jovicich

Faculty of Agriculture University of South Bohemia
‘. and Technology in Ceské Budéjovice

JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
FAKULTA ZEMEDELSKA A TECHNOLOGICKA

Katedra genetiky a biotechnologii

Bakalarska prace

Vyvoj metodiky pro identifikaci hmyzu uréen¢ho pro lidskou
spotiebu na zaklad¢ molekularnich metod

Autor(ka) prace: ~ Veronika Miillerova

Vedouci prace: Ing. Dagmar Stehlikova, PhD.

Ceské Budgjovice
2024



Prohlaseni

ProhlaSuji, Ze jsem autorem této kvalifikacni prace a Ze jsem ji vypracovala pouze

S pouzitim prament a literatury uvedenych v seznamu pouzitych zdroji.

V Ceskych Bud&jovicich dne ..ccccvcvcciee e,



Abstrakt

Hmyz byva Casto oznacovan jako potravina budoucnosti. Ackoliv bylo na konzumaci
hmyzu v oblasti Evropy vétSinou hledéno s odporem, v poslednich letech jsou nékteré
druhy hmyzu schvalovany pro uvedeni na evropsky trh s potravinami. Dilezitym
predpokladem pro vyuziti hmyzu jako potraviny je konstrukce presné a spolehlivé
metody detekce hmyzu. Cilem bakaléiské prace bylo vyvinout molekularni metodu,
podle které by se v potravinach dala ovéfit pritomnost potemnika mou¢ného (Tenebrio
molitor), jenz je od roku 2021 v EU schvalen ke konzumaci. Experimentalni ¢ast
zahrnovala optimalizaci izolace DNA potemnika mou¢ného. Pro ovéfeni specificity
metody bylo pracovano i s potemnikem brazilskym (Zophobas morio), ktery ke
konzumaci schvélen neni. DNA byla izolovana ze suSenych larev brouki, z bézného
peciva, perniku, ¢okoladdy a ryzové kaSe. Pro izolaci DNA byly provedeny 3 rtzné
postupy. Jako vhodna metoda s nejvyssi vytéZznosti a Cistotou DNA byla stanovena
metoda izolace DNA pomoci CTAB-PVP. Nasledné byla provedena optimalizace
sloZeni reak¢ni smési a reakéniho cyklu PCR véetné optimalizace annealingu primert.
Vysledky byly vizualizovany pomoci gelové elektroforézy. Vyslednd metoda je

pfesna, specifickd a vhodna pro rutinni detekci potemnika mouc¢ného v potravinach.

Kli¢ova slova: izolace DNA, potemnik moucny, potemnik brazilsky, Tenebrio

molitor, Zophobas morio, PCR, CTAB-PVP, molekularni detekce



Abstract

Insect is often recognized as foodstuff of the future. Regardless of a long history of
insect consumption being viewed upon with disgust in Europe, some insect species
have been approved for the European food market in the recent years. An important
requirement for insect use as a foodstuff is the development of an accurate and reliable
method of insect detection. The goal of the bachelor thesis was to develop a molecular
method that could be used for detecting the mealworm (Tenebrio molitor), an EU-
approved species, in foodstuffs. The experimental part of the thesis included
optimalization of mealworm DNA extraction. Specificity test of the method was
performer on the superworm (Zophobas morio), which is not approved for
consumption in the EU. DNA was extracted using 3 different methods. The optimal
method achieving highest DNA yield and purity was DNA extraction with CTAB-
PVP. Following DNA extraction, optimalization for PCR mix and cycle was
peformed, which included optimalization of primer annealing. Results were visualised
by gel electrophoresis. The optimized method is accurate, specific and appropriate for

routine detection of the mealworm in foodstuffs.

Keywords: DNA extraction, mealworm, superworm, Tenebrio molitor, Zophobas
morio, PCR, CTAB-PVP, molecular detection
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Uvod

Entomofagie, nebo také konzumace hmyzu, je u mnoha ZzivocCichii Casto se
vyskytujicim jevem. U ¢loveka se entomofagie datuje vice nez 7000 let do minulosti
(Ramos-Elorduy, 2009) a i dnes v mnohych kulturach zastava dilezitou ulohu. Jako
bézn¢ konzumovany hmyz bylo zaznamenano vice nez 2300 druht hmyzu spadajicich
do 18 tadi (Tang et al., 2009). Kvili teplému a vlhkému klimatu je konzumace hmyzu
popularni zejména v tropickych a subtropickych regionech, kde ma casto kulturni
a nabozensky vyznam. V oblasti Evropy entomofagie nikdy nenabyvala takovych
rozmérl a prvni zminky o ni se objevuji az ve 20. stoleti (Siemianowska et al., 2013).
V posledni dekade¢ ale zajem o konzumaci hmyzu celosvétove stoupa a Evropska Unie
povoluje uvadéni uréitych druhti hmyzu na trh s potravinami.

Jednim z téchto druhti hmyzu je potemnik mouény, Tenebrio molitor. Jeho larvy
lze konzumovat samotné jako zajimavy alternativni zdroj proteinu, nebo je ptidat
do potravin (tyCinky, kaSe, ¢okolady, pe¢ivo) za ucelem zvyseni proteinové slozky.
Chov potemnika pro lidskou spotifebu je nizkondkladovy, nendro¢ny na prostor,
vybaveni a je méné pracny ve srovnani s jinymi chovy zvifat pro zisk Zivoc¢isného
proteinu. Potemnik moué¢ny byl v EU schvalen jako tzv. potravina nového typu v roce
2021 (Traynor et al., 2024) a od té doby je mozné na trh uvadét potraviny s jeho
obsahem. Zaména by mohla nastat napiiklad s potemnikem brazilskym, Zophobas
morio. Jeho larvy jsou vétsi a levngjsi. Hojné se vyuzivaji ve vyziveé zvifat, ale
pro lidskou konzumaci v EU povoleny nejsou. Metoda detekce potemnika mouc¢ného
Vv potravinach by mohla prispét k ovéfeni spravnosti tidaji na obalech produktd a
ke kontrole podvodného jednani na trhu s hmyzimi produkty.

Pro detekci jednotlivych slozek v potravinach se v dnesni dobé nabizi vyuziti
molekularnich metod. U hmyzu se Casto jako referencni technika pro detekci vyuziva
metoda PCR, kterd je spolehlivd, pfesna a citlivd. Spravnost metody muize ovSem
ve velkém rozsahu ovlivnit slozeni vstupniho materialu, které je u potravin razné.
Nékteré slozky potravin mohou PCR inhibovat a zplsobovat neptesné vysledky.
Optimalizace metody PCR pro detekci potemnika mouc¢ného v potravinach je hlavnim
tématem této bakalaiské prace a jeji specificita je testovana oproti potravinam

S obsahem potemnika brazilského.




1 Hmyz urceny pro lidskou spotiebu

1.1 Legislativa

Zavedeni hmyzich produkti na trh na ndrodni urovni zcela podléhd legislative
Evropské Unie. Konkrétné se jim vénuje Natizeni Evropského parlamentu a Rady
(EU) 2015/2283 o novych potravindch platné od 1.1. 2018. Toto nafizeni klasifikuje
hmyz a vyrobky z n¢j jako tzv. potraviny nového typu.

Potraviny nového typu zahrnuji produkty, u kterych neni dolozena historie spotieby
pted 15. kvétnem 1997. VSechny potraviny zafazené na tento seznam musi podléhat
autorizaci Evropské komise, ktera schvalené potraviny zapisuje na Seznam Unie.
Hlavni kritérium zapisu potraviny na Seznam Unie je absence bezpecnostnich rizik
pro zdravi konzumenta. Kromé nékterych druhii hmyzu seznam ¢&itd potraviny jako
jsou semena chia, cascara (suSend duznina kavovniku) nebo oleoresin (olej
s koncentratem astaxanthinu z mofskych fas Haematococcus pluvialis). (Natizeni
Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢. 2283, 2015)

Uvedeni novych hmyzich produkti na trh neznamend jen uspé$né projiti
schvalovacim procesem Evropské komise. V Ceské republice je kompetentnim
ufadem pro potraviny nového typu Odbor bezpecnosti potravin v ramci Ministerstva
zeméd¢lstvi. Jelikoz je hmyz urceny k lidské spotiebé fazen mezi potraviny
zivocisného pivodu, je nutné, aby byl produkt registrovan také u Statni veterinarni
spravy (SVS) dle § 22 odst. 1 pism. a) zakona ¢. 166/1999 Sb., o veterinarni péci. Jako
jeden z dozorovych organt muze fungovat Krajska veterinarni stanice, ktera

kontroluje hygienu vyroby, vyrobnich prostor a podminky chovu hmyzu.




Tabulka 1: Druhy hmyzu povoleného ke konzumaci v EU a jejich vyuzitelné formy

Druh Cesky nazev Rad Forma

Alphitobius | Potemnik stajovy Coleoptera | Larva — zmrazena, kaSovita,
diaperinus susena, praskova

Acheta Cvréek domaci Orthoptera | Zmrazena, susena, praskova
domesticus

Gryllodes Cvréek kratkoktidly | Orthoptera | Susena, praskova

sigillatus

Locusta Sarance st¢hovavé Orthoptera | Zmrazena, susena, praskova
migratoria

Tenebrio Potemnik moucny Coleoptera | Larva — zmraZena, suSena,
molitor praskova

Natizeni (EU) ¢. 1169/2011, o poskytovani informaci o potravinach spottebitelim
hovofti o povinnosti nalezit¢ho ozna¢ovani produktii. Oznaceni potravin nesmi uvadet
konecného spotiebitele v omyl a nesmi byt zavadéjici. Pro produkty z hmyzu je nutné
na etiket¢ uvadét dany hmyz jako slozku vyrobku. Nekteré druhy hmyzu mohou kviili
obsahu chitinu zpisobit alergické reakce u lidi s alergii na mékkyse. Na obalu je nutné

tim padem uvést také varovani na dany alergen.

1.2 Tenebrio molitor

Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758), nebo také potemnik moucny, je brouk z celedi
Tenebrionidae. Jeho larvarni stadium se lidové nazyva ,moucny cerv. Toto
pojmenovani je odvozeno od skutecnosti, Ze se jednd o skladistniho Skidce, ktery
nejcastéji napada sklady s moukou a obdobnymi surovinami. Jako Skldce se zivi
skladovanymi potravinami a takeé je kontaminuje svymi svleky, exkrementy a mrtvymi
tély (Siemianowska et al., 2013). Jelikoz jsou populace potemnika mouc¢ného spise
mensi, nelze o ném v méfitku produkce mouky hovofit jako o vyznamném skidci
(Ramos-Elorduy et al., 2002).

Plivodné se jedna o evropsky druh, ale dnes je rozsifen v mirném pasmu celého svéta.
Ve volné pfirod¢ I1ze potemnika mou¢ného najit pod tlejici klirou listnatych stromi.
V takovém ptipad¢ poziraji rozmanity odpad potravy larev podkorniho hmyzu. Jelikoz
je ale potemnik mouc¢ny caste¢n¢ synantropni druh, nejcastéji ho 1ze nalézt v blizkosti

lidskych obydli, kde se zivi moukou a mou¢nymi vyrobky. (Zahradnik, 2008).
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V molekuldrni biologii se potemnik mouc¢ny uplatiiuje jako modelovy
organismus. Je proto nutné jeho genetickym vlastnostem vénovat specialni pozornost.
Genom potemnika moucného byl nezavisle na sobé sekvenovan a skladan v nékolika
publikacich. Eletheriou et al. (2022) se podatilo pomoci long read, short read a Hi-C
dat slozit genom potemnika mouc¢ného o velikosti 287,9 Mbp. Pocet genii potemnika
Vv publikaci autofi odhaduji na 21435. Kaur et al. (2023) nezavisle na piedchozi studii
slozili genom potemnika o velikosti 258 Mbp. Az 50 % genomu potemnika je tvofeno
jednim typem satelitni DNA, ktera je na chromozomech rovnomérné ulozena v oblasti
centromery (Hoy et al., 2013). V historii molekularni biologie prob&hl u potemnikt
zasadni objev, a to vroce 1905, kdy byly objeveny pohlavni chromozomy
(Charlesworth et al., 2021). Stalo se tak nalezem malého chromozomu Y, ktery byl
typicky pro samc¢i pohlavi. Determinace pohlavi u potemnik je stejna jako u ¢lovéka.

Genotyp XX znamend samici pohlavi, genotyp XY znamena samci pohlavi.

1.2.1 Vyvojova stadia

Potemnik mou¢ny patfi mezi hmyz s proménou dokonalou. Za svilij zZivot projde
celkem c¢tyfmi vyvojovymi stadii: vajicko, larva, kukla, dospélec. Délka Zivotniho
cyklu potemnika moucného se pohybuje od 280 do 630 dni (Lima et al., 2021). Dobu
trvani jednotlivych stadii z velké Casti ovlivituji environmentélni faktory jako teplota,
vlhkost, Ziviny a pfistup k vode¢.

Dospéla samicka za Zivot muze snést az 250-500 vajicek. Vajicka potemnika
mouc¢ného jsou bilé barvy a protdhlého ovalného tvaru. Jsou drobnd, jejich délka je
priblizné 1,5 mm. Na povrchu maji lepkavy material, ktery vajicka poji do shluki
a zéroven je pfipevni k substratu. Larvy se z vaji¢ek lihnou za 1-2 tydny pfi teplotnim
optimu 18-20 °C. Jejich lihnivost zavisi na substratu. Jako substraty s nejvyssi
lihnivosti a optimalnimi podminkami pro nasledny vyvoj larev se jevi pSenicné otruby,
pohankova a zitna mouka a substraty s ptidavkem mléka ¢i vajec. (Ooninckx et al.,
2022)

Stadium larvy mtze u potemnika mouéného trvat az 18 mésict (Limaet al., 2021).
Toto stadium je pti komerénim chovu potemnika mouc¢ného zadouci, protoze se larvy
pouzivaji jako vysledny produkt at’ uz pro lidskou spotiebu, tak jako ptidavek do krmiv
pro zvifata. Larva se vyznacuje podlouhlym cylindrickym télem o délce 26-30 mm
(Rosentrater, 2022). Je hnédé zabarvena a ma tvrdy exoskelet. Vlivem rustu larva tento

exoskelet az Sestnactkrat svléka (Zahradnik, 2008). Tésné po svleku ma larva bily
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a mekky povrch, ktery rychle tvrdne a opét se méni na tvrdou tmavou schranku. Larvy
se zahrabavaji hluboko do substratu a vyhybaji se slune¢nimu zafeni.

Az na konci larvarniho stadia se larvy dostavaji na povrch substratu a méni se
v kukly. Pfi optimalni teplot¢ (25 °C) trva stadium kukly pfiblizné 5-6 dni
(Siemianowska et al., 2013). V tomto obdobi se v kukle odehravaji rozsahlé
fyziologické zmény nutné pro pfeménu v dospélého jedince. Zpocatku ma kukla
svétlou barvu a vyvojem postupné tmavne. Kukla je nepohybliva a jeji délka se
pohybuje v rozmezi 12-18 mm (Novak, 2014).

Dospéli jedinci dosahuji délky az 18 mm. Jejich mastné¢ lesklé protahlé té€lo ma
¢ernohnédou barvu a vyznacuje se pfi¢nym Stitem, rovnobézné ryhovanymi krovkami
a zieteln¢ zakfivenymi holenémi u pfednich nohou (Hurka, 2017). Hlava je malo
pohybliva, s kousacim ustrojim tvofenym kusadly a celistmi. Kusadla jsou silné
sklerotizovana a pohybuji se horizontalné proti sobé (Zahradnik, 2008). Jako napadna
se jevi také tykadla, ktera maji 11 ¢lankd a zastavaji ¢ichovou a hmatovou funkci
(Noviék, 2014). Kiidla jsou tvofena dvéma pary. Krovky ptedstavuji svrchni par kiidel.
Jsou hladké, silné, pevné a zakryvaji spodni blanity par kiidel (Zahradnik, 2008).

1.2.2 Vyuziti

Larvy potemnika mou¢ného jsou uz dlouha Iéta velice popularnim krmivem pro rizné
druhy chovanych zvifat, a to at’ se jednad o savce, plazy, ptdky ¢i obojZzivelniky.
Zajimavé jsou nejen kvili jednoduchému zplisobu ziskavani larev a cenové
dostupnosti, ale také kvuli atraktivnim nutricnim hodnotdm. Larvy totiz maji vysoky
obsah proteinli, mononenasycenych a polynenasycenych mastnych kyselin a vlakniny
(Siemianowska et al., 2013). Od roku 2017 jsou larvy potemnika mouéného
na seznamu zdravotné nezdvadnych krmiv v akvakultufe. V roce 2021 navic probéhlo
schvaleni vyuZiti larev jako alternativni zdroj proteint v krmeni hospodatskych zvitat
a v lidskych potravinach (Adamaki-Sotiraki et al., 2024).

Ve vyzivé domacich zvifat je uplatnéni moucného cerva velké. Larvy lze
zkrmovat vcelku zivé, suSené nebo rozemleté na moucku. Pro nékteré drobné savce,
plazy ¢i ptaky mohou moucni €ervi tvofit velkou ¢ast krmné davky. U jinych chovatelé
vyuzivaji moucné Cervy jako pochoutku, kterou krmi jen jednou za ¢as. Moucné Cervy
zuzitkuji naptiklad 1 psi, ktefi trpi alergiemi na vétSinu druhti masa. Pro takové psy
jsou granule s hmyzim proteinem vhodnou hypoalergenni alternativou (Kieronczyk et

al., 2018).
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Uplatnéni najdou moucni Cervi 1 ve vyzivé hospodaiskych zvitat. Naptiklad
Ramos-Elorduy et al. (2002) experimentaln¢ vyuzili larvy potemnika mouéného
ve vykrmu brojlerovych kutat. Kufatim byla zkrmovana smés Ciroku, sdji a larev, kde
larvy zastavaly téméet 20 % krmné davky. Vysledky byly srovnatelné s klasickym
vykrmem brojlerovych kutat. Kromé dribeze mohou byt podobna krmiva aplikovana
napiiklad v krmeni prasat nebo skotu (Hong et al., 2022).

Larvy potemnika urcené pro lidskou spotiebu jsou sice novinkou, ale u nékterych
se t&ési velké oblibé. NejcCastéji jsou larvy ke konzumaci upravovany suSenim
a kofenim. Tvrdy exoskelet susené larvy pfi konzumaci pfijemné kiupe, a tak se
moucni Cervi doporucuji napiiklad jako ndhrada smazenych bramborovych lupinki.
Larvy ve formé namleté moucky se ptidavaji do riznych produktl, vétSinou za tcelem
zvySeni obsahu proteini ve vyrobku. Muze se jednat o kaSe, cokolady, ty€inky ¢i
pecivo. Motivaci pro konzumaci téchto vyrobkl miize byt podpora zdravého zivotniho
stylu, ohleduplnost vii¢i Zivotnimu prostfedi a volba alternativniho zdroje proteint
z etickych davodu.

Vyuziti potemnika mouéného se také nabizi v oblasti biodegradace. Vzhledem
k jeho vSezravému charakteru se potemnik nemusi Zivit jen moukou a cerealnimi
produkty. Naopak ma schopnost konzumovat a recyklovat Sirokou $kalu organickych
latek (Ramos-Elorduy et al., 2002). Mezi n¢ patii naptiklad polystyren. Tento obalovy
material je jeden znejcastéji pouzivanych plasti. Pfi rozmérech jeho produkce
piedstavuje polystyren velky problém pro zivotni prostiedi kviili nesnadné degradaci.
Pomalu se rozklada na nano-plasty, které 1ze poté najit jako residua v télech riznych
zivo¢ichi. Machona et al. (2022) uvadi, ze larvy potemnika mou¢ného mohou byt
odchovany na polystyrenu jako jediném zdroji jejich potravy. Argumentuji ubytkem
polystyrenu jako substratu a nalezeni residui polystyrenu v travicim ustroji larev.
Nabizi se vysvétleni, ze se v travicim ustroji larev potemnika nachéazi bakterie, které
zvladnou rozkladat polystyren a podobné komplikované slou¢eniny. To by znamenalo

velky pfinos pro biodegradaci plastu.

1.2.3 Nutriéni hodnota

Larvy potemnika mou¢ného jsou pro konzumaci zajimavé zejména svoji nutri¢ni
hodnotou. Nutriéni hodnota se muze liSit podle zplisobu zpracovani hmyzu

pted konzumaci. Déle nutri¢ni hodnotu ovliviyji (1) podminky, ve kterych je hmyz
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chovan, (2) substrat, kterym je hmyz krmen a (3) vyvojové stadium, ve kterém se hmyz
nachazi.

Larvy obsahuji dostatek proteinti, tukt, vlakniny, minerald a vitaminy.
Ze stopovych prvki se jedna pievazné o fosfor, hoicik, zinek, Zzelezo, mangan a méd’
(Siemianowska et al., 2013). Vyznacuje se také obsahem polyfenolickych latek, které
jsou soucasti chemické obrany hmyzu. Hmyzi fenolické latky jsou predev§im zndmé

-----

a protirakovinné ucinky (Aiello et al., 2023).

Tabulka 2: Procentualni obsah komponent v larvach potemnika mouéného

[%0] Cerstvé Susené
Obsah vody 36,42+ 1,31 7,25+1,16
Hruby protein 52,14 + 0,90 60,21 +1,08
Hruby tuk 28,38 + 0,48 19,12 +0,26
Hruba vliknina 24,36 + 0,54 22,35 +£0,59
Hrubé sacharidy* 3,4 11,45+ 0,38

(Heidari-Parsa et al., 2018; *Son et al., 2021)

Sacharidy nezastavaji velkou cast nutriéni hodnoty larev a casto jsou
Vv analyzach opomijeny. Zahrnuji naptiklad cukry jako glukéza, fruktdza, galaktdza,
ale také chitin. Chitin je velmi dileZity aminopolysacharid tvofici vétSinu nerozpustné
slozky sacharida v larvach. Son et al. (2021) extrahovali chitin z prasku ze susenych
larev a stanovili jeho obsah na 4,72 % (+ 0,21). Fyzikalni vlastnosti chitinu
izolovaného z larev se podobaji vlastnostem chitinu derivovaného z korysi. Rozdilem
je ale jemné;jsi struktura a protizdnétlivé ucinky prokazané u chitinu moucnych cervi.
(Son et al., 2021)

Obsah chitinu v larvach na sebe vaze riziko vzniku alergické reakce. Zejména
u lidi s alergii na korySe je pti konzumaci hmyzu potieba zvysSené opatrnosti. Hlavnim
alergenem je zde pravé chitin. Alergicka reakce mize byt respiracni pii dlouhodobém
pusobeni alergenu nebo vznikne bezprostfedné po konzumaci potraviny s obsahem

potemnika mouc¢ného. (Broekman et al., 2017)
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1.3 Zophobas morio

Zophobas morio (Fabricius, 1776), nebo také potemnik brazilsky, je brouk z ¢eledi
Tenebrionidae. Taxonomické synonymum pro potemnika brazilského je Zophobas
atratus (Fabricius, 1775). Ptirozené se vyskytuje v tropickych oblastech Centralni
a Jizni Ameriky. Pro své vyuziti je dnes chovan prakticky po celém svété. I kdyz se
stejné jako potemnik moucny fadi mezi skladistni Sktidce, jeho vyznam je v této
souvislosti zanedbatelny. O sktidci se o ném hovoii pouze ve vztahu ke skladované
pSeni¢né mouce (Hagstrum and Subramanyam, 2009).

V publikaci Kaur et al. (2023) se podafilo slozit genom potemnika brazilského
o velikosti 462 Mbp, coz je skoro dvojndsobek velikosti genomu potemnika
mouc¢ného. Genom ze 33,34 % tvofii pary C a G dusikatych bazi. Autofi publikace dale
odhaduji, ze potemnik brazilsky ma celkem 28544 gend.

1.3.1 Vyvojova stadia

Potemnik brazilsky je hmyz s pfeménou dokonalou. Jeho metamorfoza zahrnuje stadia
vajicka, larvy, kukly a dospélce.

Vajicka potemnika brazilského jsou bilé aZ nazloutlé barvy a maji ovalny tvar.
Jejich délka je ptiblizné 1,7 mm a Siika 0,7 mm (Fursov and Cherney, 2018). Teplota
pro optimalni vyvoj a lihnuti vaji¢ek je 25 °C. Pfi dodrzeni této teploty se vajicka
lihnou po 8 dnech. Dospéla samicka za svilj Zivot dokdze naklast az 2200 vajicek.
(Rumbos and Athanassiou, 2021)

Larvy jsou morfologicky podobné larvam potemnika moucného, ale jsou
mnohem vétsi. Proto se také larvam potemnika brazilského ptezdiva ,king worm*
nebo ,,super worm®. V tomto stadiu dochazi u larvy az k 18 svlekiim. Po poslednim
svleku larvy nabyvaji délky az 60 mm (Kim et al., 2015). Larvy maji cylindricky, silné
sklerotizovany exoskelet. Jejich télo je Zluté barvy, ktera prechdzi do hnédych
az Cernych odstinti. Doba trvani stadia larvy se mize liSit podle hustoty populace.
Quennedey et al. (1995) prokazali, Ze pokud jsou Cerstvé vylihnuté larvy separovany,
trva jejich vyvoj déle nez vyvoj larev, které byly chovany ve skupin€. Zaroven
nedochazi k zakukleni larvy, pokud je hustota larev v substratu moc vysoka. Tento jev
nebyl sledovan u potemnika moucného.

Pii teploté 25 °C trva stadium kukly 13-15 dni. Se zvysenim teploty dochazi

Kk urychleni vyvoje. Pfi teploté 29 °C je mozné zredukovat délku stadia na 11 dni.
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I presto trva vyvoj kukly potemnika brazilského v dospélého jedince déle, nez vyvoj
kukly potemnika mou¢ného. (Quennedey et al., 1995)

Z kukly se stava dospély jedinec. Jedna se o hnédé az Cern€ zbarevného brouka
se segmentaci téla na hlavu, hrud’ a té€lo. Dospélec morfologicky pfipomina potemnika
moucného, ale lisi se od n¢j zejména velikosti. Délka téla dospélého potemnika
brazilského je 38-57 mm. Charakterizuji jej pfedev§im tvrdé vroubkované krovky
a protahla tykadla. Stadium dosp€lce trva piiblizné 6 mésica. (Rumbos
and Athanassiou, 2021)

1.3.2 Vyuziti

Z hlediska entomofagie je potemnik brazilsky bézné konzumovan nékolika etnickymi
skupinami v Mexiku (Ramos-Elorduy et al., 2009). V Evropé€ neni zafazen na seznam
Unie jako potravina nového typu a ke dneSnimu dni (bfezen, 2024) neni podana zadost
pro jeho autorizaci. I pfes mnoho spole¢nych vlastnosti s potemnikem mou¢nym neni
mozné na evropsky trh uvadét potraviny obsahujici potemnika brazilského.

Potemnik brazilsky je zajimavym zdrojem Zivin pro nejriiznéjsi druhy zvifat.
Nabizi se jeho vyuziti v akvakultufe. Napiiklad Prachom et al. (2021) uvadi, Ze pfi
44% nahradé¢ krmné davky latesi stfibfitych larvami potemnika nedoslo
K negativnimu  ovlivnéni  rGstu ryb, konverze Zivin, ani ke zméné
hematologicko-biochemickych parametri. V Evropské Unii ale neni potemnik
brazilsky oficidlné schvélen pro Ucely krmeni v akvakultufe, jelikoZ neni zahrnut
v Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2017/893.

Mimo krmeni ryb je mozné larvy potemnika brazilského pouZit také v krmnych
davkach pro prasata nebo dribéz. Benzertiha et al. (2020) zjistili, ze 0,3% ptidavek
larev do bézné krmné davky brojlerovych kufat mélo pozitivni vliv na vahovy
ptirtstek, piijem krmiva a obsah imunoglobulini v krevni plazmé ptaki. Pridavek
larev ma také prebitoicky efekt. Dochéazi ke zvySeni koncentrace probiotickych
a komenzalnich bakterii (napf. rod Actinobacteria) ve stfevnim mikrobiomu
pro ochranu pfed patogennimi bakteriemi (Jozefiak et al., 2020). Zaroven mize slouzit
jako proteinova pochoutka pro exotickd zvifata chovand v zajeti, v€etné¢ papousktl
a plazd.

Nadéjné uplatnéni nachazi potemnik brazilsky v biodegradaci plastli, zejména
polyetylenu a polystyrenu (Rumbos and Athanassiou, 2021). Yang et al. (2020)

demonstrovali, Ze larvy potemnika brazilského mohou byt krmeny polystyrenem, a to
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za konzumace Ctytikrat vétsiho mnozstvi polystyrenu nez larvy potemnika moucného.
Larvy depolymerizuji velké molekuly plastdt na nizkomolekuldrni degradované
slouceniny (Yang et al., 2020). Nakladani s plastovym odpadem dnes piedstavuje
velky problém a téma degradace plastl je dilezitym tématem. Proto jsou dalsi studie
degradacnich schopnosti larev potemnika dulezité. Kim et al. (2020) napiiklad
provadéli rozbory stfevniho mikrobiomu larev, ze kterého byly izolovany kmeny

bakterii s biodegrada¢nim potencialem (napfi. rod Pseudomonas).

1.3.3 Nutriéni hodnota

Nutri¢ni hodnota larev potemniki brazilskych se 1isi podle zptsobu chovu, vybraného
substratu jako krmeni pro larvy a také upravou larev. Zvifatim se vétSinou zkrmuji
larvy Zivé nebo ¢astecné omracené, které maji vysoky obsah vody. Do hotovych krmiv

se zakomponuji spiSe suSené larvy, které mohou byt rozemleté na prasek.

Tabulka 3: Procentualni obsah komponent v larvach potemnika brazilského

[%0]
Obsah vody 60,46 + 2,05
Hruby protein 46,80 +1,78
Hruby tuk 43 64 +0,47
Obsah sacharidu 1,39 +£0,77

(Aragjo et al., 2019; Cardoso et al., 2020, Dragojlovi¢ et al., 2022)

Obsah sacharidi je obecné u jedlého hmyzu velice nizky, pohybuje se
v hodnotach 1-18 % (Ramos-Elorduy et al., 1997). U larev potemnika brazilského je
obsah sacharidi obzvlasté nizky ve srovnani s larvami potemnika mouc¢ného nebo
cvr¢kem poustnim (8,6 %)(Aratjo et al., 2019). Celkové stanoveni sacharidii zahrnuje

napiiklad obsah hrubé vlakniny a chitinu.
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2 Molekularné biologické metody

2.1 lzolace DNA

Izolace nukleovych kyselin piedstavuje prvni dilezity krok pro vétSinu metod
molekularni biologie. Dodrzenim piesného postupu je mozné z biologického materidlu
separovat vSechny ostatni slozky tak, aby zbyla pouze Cista DNA. Pro Uspésné
provedeni navazujicich postupt je Zadouci, aby tato extrahovana DNA byla kvalitni.
Kvality lze dosdhnout zejména optimalizaci a dodrzovanim vhodného izola¢niho
postupu.

Existuje mnoho metod izolace DNA — né¢které se vyznacuji vysokou vytéznosti,
nékteré¢ vysokou cistotou vysledného produktu a nékteré vysokou cenou. VSechny
uvedené atributy je nutné pii vybéru vhodné metody brat v potaz. DNA izolovéana
tradi¢nimi laboratornimi metodami muze disponovat vysokou koncentraci a Cistotou,
alternativu ptedstavuje izolace DNA pomoci extrakénich kit a automatizovanych
postuptl, které umoznuji cestu od biologického materidlu k extrahované¢ DNA snizit
na ¢asové jednotky v fadu hodin. Nevyhoda tohoto pfistupu vSak spociva ve vyssi
cené.

Purifika¢ni procesy nukleovych kyselin obecné vyuzivaji principy rozdilné
rozpustnosti biologickych makromolekul, adsorpce na urcité CcCastice a nebo

ultracentrifugaci v gradientnich roztocich (Smarda et al., 2005).

Faze izolace DNA

Samotna izolace se zahajuje odbérem biologického materialu. Jelikoz nasledny postup
dosahuje nejlepSich vysledkli pfi vyuziti homogenniho vzorku, je vhodné
nekonzistentni vzorky nejprve dikladné homogenizovat. Postup homogenizace se lisi
podle plivodu materialu (ZivociSny, rostlinny, mikrobidlni) nebo komplexnosti tkani
a pletiv. Nékteré vzorky staci oddélit od riistového média centrifugaci ¢i ultrazvukem.
U komplexnéjSich tkani ¢i pletiv je potieba zvolit efektivnéjsi metodu homogenizace.
Ta mize spocivat napiiklad v mechanické homogenizaci vzorku hmozdifem nebo
drcenim vzorku specidlnimi kulickami za vyuziti laboratorniho vortexu
¢i automatického homogenizatoru (Burden, 2012). Zptsob homogenizace musi byt
Setrny, aby nedoslo k poSkozeni DNA a jeji fragmentaci na krat$i tseky. Dale je

u vzorku nutné zabranit degradaci nukleovych kyselin enzymy pfitomnymi
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V bunééném extraktu, a to zejména vyuzitim Cerstvého, lyofilizovaného
&i zamrazeného vstupniho materialu pro dali kroky izolace (Smarda et al., 2005).

K uvolnéni DNA z komplexu bunécnych membran a bilkovin ovSem samotna
homogenizace nestaci. Je potiebné provést lyzi bunécné stény zpisobem, ktery
odpovida typu bunky. U bakteridlnich bun¢k se naptiklad k lyzi bunécné stény casto
vyuziva dvou ¢inidel. Jedna se o (1) enzym lysozym, ktery se pfirozené vyskytuje
ve vajecném bilku a ve slinach. Slouzi K rozruSeni polymernich jednotek bunéc¢né
stény (Brown, 2001). Dale jde o (2) chelatacni Cinidlo EDTA, které se vyuziva
K inhibici buné¢nych deoxyribonukleaz a zaroven k destabilizaci vné&jsi bakterialni
membrany navazanim hotec¢natych iontt (Heikrujam et al., 2020). Jiny postup je volen
v piipad¢ ZivociSnych buné€k, které bez buncécné stény podléhaji lyzi snadnéji
pasobenim jemngjSich detergencnich ¢inidel. VyuZzivaji se naptiklad pufry s obsahem
SDS. U rostlinnych bung¢k je casto lyze bunécéné stény realizovana lyza¢nim pufrem
CTAB (Schenk et al., 2023).

Vysledkem lyze bunééné stény je smés proteintl, lipidd, sacharidii, nukleovych
kyselin a dalSich komponentl. Nasledujici krok spoc¢iva zejména v oddé€leni cilové
nukleové kyseliny, DNA, od ostatnich slozek smési a zbaveni se neZadoucich
kontaminant. Vysledku je dosazeno pomoci pufru ekvilibrovanym fenolem nebo
smési fenolu a chloroformu, kde se jednotlivé slozky smési separuji podle rozdilu
rozpustnosti molekul za vzniku dvou nemisitelnych latek (Hunt, 1997).

Duikladnym promichanim v centrifuze dojde k denaturaci proteind, jejichz
srazenina poté tvoii mezifazi rozdélujici vzorek na vodnou fazi (obsahujici nukleové
kyseliny) a organickou fazi (obsahujici lipidy a ostatni slozky). Vyuziva se fenol
s neutralnim az alkalickym pH. V pfipadé¢ vyuziti fenolu s kyselym pH ve vodné fazi
zlstava pouze RNA. DNA piechazi do organické faze. Mimo jiné existuji i lyza¢ni
postupy, které za ptsobeni soli zvysuji hustotu vodné faze tak, ze se jednotlivé faze
prevrati. (Xu et al., 2019)

Dalsim krokem izolace DNA je jeji precipitace. Tento krok slouZzi k precisténi
DNA od nezadoucich zbytki fenolu a chloroformu a zéaroven k jejimu
zakoncentrovani. Z oddélené vodné faze je DNA vysrazena pomoci isopropanolu nebo
ethanolu. Na tomto kroku zavisi mimo jiné i1 vytézek nukleové kyseliny, ktery lze
ovlivnit délkou a teplotnimi podminkami precipitace. Jako nejvhodnéjsi se jevi

umisténi vzorku do prostiedi o teploté -20 °C a méné az po dobu nékolika hodin
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(Brown, 2001). Nasleduje centrifugace vzorku, pti které DNA vytvoii pelet — DNA
agregat sedimentujici na dn¢ mikrozkumavky.

Findlni krok spociva v precisténi DNA peletu od zbylych kontaminantti a jeho
rozpusténi ve vhodném roztoku. Ptecisténi se provadi kvili odstranéni poslednich
zbytkl lyzovanych buné€k a pfitomnych soli, a to nejcastéji vymrazenym ethanolem
pro extrahovanou DNA ve formé¢ peletu mize byt vyuzit pufr Tris-HCI o pH okolo 8,0
v kombinaci s EDTA, jenz slouzi jako stabilizator pH prostfedi a zejména jako
inhibitor nukleaz (EI-Ashram et al., 2016).

Podminky uchovéni izolované DNA se mohou znac¢né lisit. Odviji se od velikosti
a konformace DNA, nasledujiciho vyuziti a planované doby uchovani. Kratkodob¢ se
roztok DNA uchovava pfi teploté¢ 4 °C, u dlouhodobého skladovani se vyuziva
zamrazeni DNA pfi -20 °C. Linearni DNA o velikosti ptesahujici 20 kb je nestabilni
a pii rozmrazovani a zamrazovani degraduje. Proto pro ni neni skladovani pii — 20 °C

vhodné. (Smarda et al., 2005)

2.1.1 Detekce a kvantifikace DNA

Metody detekce a kvantifikace DNA zahrnuji (1) gelovou elektroforézu, kde je DNA
vizualizovana na agar6ézovém gelu, 1ze zde identifikovat pfimési a také urcit velikost
fragmentti DNA, (2) spektrofotometrické méteni a (3) fluorimetrické méfeni, kde se
vyuziva specialni fluorescencni barvivo, jenz se specificky vaze na nukleové kyseliny.
Me¢fteni poté probihd na zdkladé¢ emitované fluorescence z fluoroforu navézaného
na DNA pod prochazejicim svételnym zatenim. (Chauhan, 2019)

Pii metod¢ spektrofotometrického méfeni se vyuziva vlastnosti DNA absorbovat
svétlo o specifické vinové délce. Spektrofotometr méti absorbanci roztoku pti riznych
vlnovych délkach. VIinova délka 260 nm slouZzi k detekci nukleovych kyselin a zaroven
K uréeni jejich koncentrace ve vzorku. Nevyhodou je zde nemoznost odlisSit RNA
od DNA, jelikoz absorbuji pfi stejné vlnové délce. Bilkoviny v roztoku lze
identifikovat pomoci absorbance pti 280 nm. Déle se pfi méteni vyuZziva vinové délky
230 nm, pii niz absorbuji kontaminanty jako EDTA, fenoly a sacharidy. (Lucena-
Aguilar et al., 2016)

Pro jednoduché, rychlé méfeni a interpretaci vysledkil se nabizi pouziti pfistroje
NanoDrop. Maly objem vzorku extrahované DNA je umistén na optické vlakno a méfi

se u né¢j absorbance UV svétla. Pomoci pocitacového software je pak mozné
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vyhodnotit jednotlivé namétfené absorbance, jejich poméry a vizualizovat je
I v grafické podobé ve formé kiivky.

Bézné NanoDrop méfi koncentraci DNA ve vzorku, kterou udava v ng/ul.
Ackoliv je piistroj pomé&rné piesny, U vzorki s velice nizkou koncentraci DNA nemusi
méteni probéhnout spravné. Nizké ¢i negativni namétené koncentrace DNA vétSinou
indikuji chybu v postupu izolace nebo nespravné zvolenou metodu izolace.
Pro nasledujici PCR se vzorky s nizkou koncentraci ale vyuzit daji, jelikoZ se jedna
o velmi citlivou metodu. Naopak vzorky s velmi vysokou koncentraci DNA je poté
pro PCR vhodné fedit.

NanoDrop dale interpretuje pomeér absorbanci 260/280. Tato hodnota odrazi
¢istotu nukleovych kyselin a pro DNA by se méla pohybovat v blizkosti 1,8 (Lucena-
Aguilar et al., 2016). Niz8i hodnota muze indikovat zejména ptitomnost bilkovin
a jinych kontaminantti, které silné absorbuji v blizkosti vinové délky 260 nm. Druha
hodnota méfici ¢istotu DNA je pomérem absorbanci 260/230 a mé¢la by se nachazet

v rozmezi 2-2,2 (Chauhan, 2019).

2.1.2 Magneticka izolace DNA

Magneticka extrakce DNA je jednou z metod separace a purifikace nukleovych
kyselin. Vyuziva se zde elektrostatické interakce DNA s povrchem magnetickych
Castic (Beran et al., 2022). Ty jsou pii izolaci predstavovany specialnimi
magnetickymi kulickami. Vyhodou je zejména modernizace a automatizace celého
procesu. Centrifugace ¢i né€kolikahodinové ¢ekani pii precipitaci DNA jsou vynechany
a samotna extrakce se odehrava v robotické stanici. K ptipravé vzorku pied izolaci se
pouzivaji komercné vyrabéné kity. Vysokou pofizovaci cenu kit a celé robotické
stanice kompenzuje Uspora Casu, jelikoZ takto provedena izolace zabere nanejvys
nékolik hodin. Dal§imi vyhodami jsou napiiklad snizeni rizika kontaminace vzorku
pfi izolaci a opatrnéj$i a Setrnéjsi manipulace s molekulami DNA.

DNA je u této metody izolace navdzana na magnetické kulicky obsahujici Castice
oxidii riznych kovi, které jsou externim magnetickym polem drzeny pfi sténé izola¢ni
kolonky po celou dobu promyvani a piecistovani. (Berensmeier, 2006)

V dal$im kroku se externi magnetické pole rusi a DNA je uvolnéna do elu¢niho
pufru. Prakticky jsou tyto kroky realizovany ve specialnich kazetach vkladanych
do robotického izolatoru, které obsahuji magnetické kulicky, pufry, kolonky

a chemikalie na promyvani vzorku. Kazety se 1i8i podle typu biologického materiélu,
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zn¢hoz je DNA izolovana. Roboticky izolator disponuje riznymi izolacnimi

programy, které je nutné optimalizovat podle povahy vzorku. (krd.cz)

2.1.3 CTAB-PVP izolace DNA

I kdyz se vyuziti detergentu CTAB ve velké mife vztahuje na izolaci DNA
zZ rostlinného materialu, je mozné jeho aplikaci pfenést i na jiné biologické materialy.
Na rozdil od komerc¢nich kitd a lyzac¢nich pufri jako SDS ma tato izolace vyhodu
v efektivnéjsi eliminaci fenolickych latek. Tato oxidacni ¢inidla maji vlastnost vazat
se na DNA, snizit vytéZnost a Cistotu DNA a tim tedy inhibovat jeji dalsi enzymatické
modifikace (napt. PCR)(Calderén-Cortés et al., 2010).

CTAB pii izolaci slouzi jako homogenizacni pufr. Nasledné separuje
polysacharidy pii purifikaci a zabrafiuje jejich koprecipitaci s DNA. Pfi izolaci DNA
z hmyzu se ¢asto vyuziva v kombinaci s antixodianty jako je (1) PVP, jenz se vaze na
polyfenoly a (2) B-merkaptoethanol, jenz denaturuje proteiny (Schenk et al., 2023).
B-merkaptoethanol je povazovan za toxickou latku, nebot” pfi kontaktu s kizi, o¢ima
¢1 sliznicemi dychaciho traktu zplisobuje iritaci tkédni a pifi poziti vazné travici
problémy, pifipadné az letdlni Ginky pii nadmérné expozici této chemikalii
(Sigma-Aldrich, 2012). U izolace DNA je nutné pracovat se zvySenou opatrnosti
a v digestofi, kterd odvadi vypary pry¢.

Ptidavkem chloroformu v kombinaci s isoamylalkoholem je docileno rozdéleni
vzorku na vodnou a organickou fazi. IAA je v roztoku vyuzivan pro redukci pénéni,
které by chloroform obvykle zptisoboval (Hoy et al., 2013). Protokoly pro CTAB-PVP
DNA izolace se €asto 1i8i v provedeni precipitace. BéZné je realizovana isopropanolem
nebo 96% ethanolem a probiha za teploty -20 °C. Vyhodou této metody je optimalizace
délky precipitace, kterd poté ovlivituje vyslednou vytéznost DNA. Nékteré protokoly,
napiiklad Drabkovéa et al. (2002), doporucuji naslednou centrifugaci provadeét
za nizSich teplot okolo 4 °C, aby se podafilo zachovat co nejvice precipitatu
i pfi centrifugaci. Pieiténi precipitatu probiha prostfednictvim alkoholu ve dvou
krocich. Prvné je pouzit vysoce koncentrovany ethanol a podruhé ethanol s nizsi
koncentraci. Zvyseni efektivity mtize byt zajisténo i ptidanim TE pufru (Xin and Chen,
2012). Opét je dilezité vznikly DNA pelet dostate¢né vysusit a tim se zbavit zbytka
ethanolu ve vzorku. Pfi finalnim kroku, eluci DNA, se pelet rozpusti bud’ v TE pufru

nebo ve sterilni vodé.
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Nevyhodou této metody izolace DNA je vysokd casova ndrocnost, jelikoz pfi
precipitaci a precisténi se vzorky nechavaji v mrazu az ptes noc. K uspésné izolované
DNA se v nékterych piipadech lze dostat aZz za 3 dny. Na druhou stranu je metoda
vysoce spolehliva, u¢inna a ma vysokou vytéznost DNA. Pro nékteré biologické
materiadly nemusi byt CTAB-PVP idealni metodou izolace, ale obecné ma velmi Siroké

uplatnéni pii izolaci DNA z nejriznéjsich vzorkd, véetné hmyzu (Hoy et al., 2013).

2.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce se stala revolu¢ni metodou. PCR je v publikacich sice
popisovana uz od roku 1985 (Innis et al., 2012), ale i dnes nachédzi v mnoha pfistupech
molekularni biologie naprosto bezkonkurenéni uplatnéni. Rutinné se vyuziva
napiiklad v medicinské diagnostice k identifikaci onemocnéni, forenzni analyze nebo
pfi DNA klonovani. Stéale také slouzi jako hlavni referencni technika pii detekci DNA
V potravinafstvi a krmivafstvi (Marien et al., 2022). Jedna se o velice sensitivni
metodu, kterd dokdze spolehlivé amplifikovat i jedinou DNA molekulu. Je vyuZzitelna
i do high-throughput procesti kvili své rychlosti a efektivite.

Princip PCR spoc¢iva v mnohonasobné amplifikaci cilového useku DNA podle
konkrétniho templatu. Termostabilni DNA polymerdza je zde vyuzita k vystavbé
novych fragmenti DNA. Ty poté slouzi jako templat pro vznik novych amplikont
v dal$ich cyklech PCR, coz vede k exponencidlnimu nértstu specifickych fragmentii
v kazdém dal$im cyklu. Pfistroj, ve kterém PCR probiha se nazyva termocykler. Jeho
funkce spociva v cyklickém stiidani teplot, ¢imz aktivuje ¢i inaktivuje funkci DNA

polymerazy a zajistuje dalsi kroky polymerazové fetézové reakce. (Innis et al., 2012)

2.2.1 Reakéni smés pro PCR

Reakéni smés pro PCR se sklada z n¢kolika komponent. Jejich mnozstvi a poméry je
potieba optimalizovat ke zvySeni efektivity reakce.

Jednou z hlavnich komponent reakéni smési je termostabilni DNA polymeraza.
Mezi nej€astéji rutinné vyuzivané DNA polymeréazy pii PCR patii Taq polymeraza.
Jeji nazev je odvozen od termofilni bakterie Thermus aquaticus, nachazejici se
pfirozen¢ v horkych pramenech. Teplotni optimum pro funkci Taq polymerazy je
72 °C, ¢ehoz se pti PCR vyuziva ve fazi elongace. Taq polymerdza Vv této fazi
z volnych dNTPs sklada nové fetézce DNA dle templatu. Vystavba vlakna se realizuje
ve sméru 5°-3°. (Bartlett and Stirling, 2003)
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Nezbytnou soucasti reakéni smeési jsou primery, které ohranicuji cilovy
amplifikovany tGsek DNA. Primery predstavuji fetézce oligonukleotidi o délce
18-25 bp, které do reakce vstupuji minimalné v podob¢ jednoho paru. Je mozné vyuzit
1 vice para primerti, zejména pii riznych modifikacich. Mezi n¢€ patii napiiklad nested
PCR nebo multiplex PCR. Jeden par primert se sklada z (1) forward primeru, ktery
hybridizuje se zacitkem zkoumané DNA ve sméru 5°-3° na kodujicim vlakné,
a z (2) reverse primeru, ktery hybridizuje se zacatkem této sekvence
na komplementarnim vlakné (Joshi and Deshpande, 2011). NavrZeni a vyuziti
vhodnych primert je dulezitym krokem pied samotnou PCR. Primery musi byt
dostate¢né specifické, aby nenasedaly na jiné nez vybrané useky DNA. Zaroven nesmi
nasedat jeden na druhy — doslo by tak ke vzniku nezadoucich primer dimert (Smarda
et al., 2005).

Deoxynukleosidtrifosfaty piedstavuji dal$i slozku. Jedna se o volné castice,
ze kterych DNA polymeréza syntetizuje nové fragmenty DNA. Konkrétné zahrnuji
dCTP, dGTP, dATP a dTTP. Jejich koncentrace v reakéni smési ptimo ovliviluje
prib&h PCR reakce. Pfili§ vysoka koncentrace sniZuje specificitu reakce a miize
vyustit v mispriming na necilovych mistech (Innis et al., 2012). Pro spravny chod
reakce je nutné mimo dNTPs ptidat také Mg?" ionty, které s dNTPs tvoii komplexy.
Ty poté slouzi jako vhodny substrat pro DNA polymerazu (Kadri, 2019). Dale se
do reakéni smési dodava specidlni PCR pufr, ktery udrzuje pH reakéni smési
a zasobuje smés ionty pro optimalni enzymatickou aktivitu.

Poslednim dilezitym komponentem reakéni smési je templatova DNA. Muze se
jednat jak o jednovlaknovou, tak o dvouvlaknovou DNA. Pro spravny prubéh PCR
reakce je vhodné, aby byla templatovd DNA z analyzovaného materidlu ziskana
vhodnym izola¢nim postupem, nebyla poni¢ena a vyznafovala se dostate¢nou
koncentraci a cistotou. U kruhové DNA muze byt ucinnost reakce nizsi, nez

pii amplifikaci linedrni DNA (Beran et al., 2022).

2.2.2 Faze PCR

PCR reakci je mozné rozdélit do tri fazi, které se lisi teplotou a dobou trvani.
Pro kazdou reakci je nutné na pfistroji nastavit a dale optimalizovat cely reakcni
cyklus. Nevhodnym reak¢énim cyklem nemusi vitbec k amplifikaci dojit.

Uvodnim krokem reakéniho cyklu je pocateéni denaturace. V této fazi piistroj

puisobi na vzorek teplotou 94 °C po dobu 2-5 minut. Dochazi k denaturaci
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dvoufetézcovych molekul za oddéleni jednotlivych fetézcii. Nasleduje jiz samotny
cyklus PCR, jehoz pocet opakovani se pohybuje mezi 25-35. Ptilis§ vysoky pocet cykla
zvysuje mnozstvi vznikajicich nespecifickych PCR produkti. Prvni fazi cyklu je opét
denaturace, kde se voli teploty okolo 94 °C s pusobenim po dobu 15-45 sekund.
(Kadri, 2019)

Dalsi faze se nazyva annealing a dochazi zde k naseddni primeri na jednotlivé
fetézce DNA. Tato faze trva 30-60 sekund a teplota zavisi zcela na konkrétnich
primerech (Innis et al., 2012).

Kazdy primer ma jinou optimalni teplotu annealingu, ktera vychazi z jeho
kompozice a struktury. Teploty annealingu jsou uvedené na baleni komeréné
vyrabénych primert, ale pfesto se doporucuje pomoci gradientové PCR nejprve
provést optimalizaci pro zjiSténi, pii které teplot€é primery nasedaji nejlépe.
V termocykleru se pro jednotlivé sloty na vzorky nastavi gradient teplot (cca
50-68 °C). Po prob¢&hlé PCR lze naptiklad gelovou elektroforézou vyhodnotit, pii které
teploté probéhlo k nejucinnéjsi a nejintenzivnéjsi amplifikaci. Tato teplota se poté jevi
jako nejvhodnéjsi pro pouziti v dané reakci. (Rychlik et al., 1990)

Tteti fazi reak¢niho cyklu je elongace, pii které se pomoci termostabilni DNA
polymerazy prodluzuje nové vzniklé fetézce DNA ve sméru 5°-3°. Syntéza DNA
probiha zpravidla pii 68-72 °C (Smarda et al., 2005). Dobu trvéani této faze uréuje
zejména délka amplifikovaného tseku DNA. Taq polymeraza naptiklad zvladne
syntetizovat vlakno o délce 1000 bp za 1 minutu (Beran et al., 2022).

Po probéhnuti vsech reakénich cykli je doporuceno nastavit i zavére¢nou
elongaci, kdy se pfi 72 °C dosyntetizuji posledni fetézce DNA. Poté mulze byt
Vv termocykleru nastaveno chlazeni, které zchladi vzorky na takovou teplotu, aby se

s nimi dalo dale pracovat. (Kadri, 2019)

2.3 Gelova elektroforéza

Elektroforéza oznacuje skupinu metod vhodnych pro separaci molekul DNA,
RNA ¢i proteind. Jednou z téchto metod je pravé gelova elektroforéza, ktera pracuje
s odliSnou pohyblivosti rizné velkych molekul na gelu ve stejnosmérném elektrickém
poli. Bézn¢ se vyuziva agar6zovy nebo polyakrylamidovy gel. Polyakrylamidovy gel
je vhodny pro separaci mensich molekul, od 1 bp do 300bp (Chory and Pollard, 2001).

4

PAGE nebo SDS-PAGE. Piiprava agar6zového gelu je naopak jednodussi. Agarozovy
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gel je pro separaci fragmenti DNA velice ucinny. Dokaze oddélit fragmenty
0 velikosti od 100 bp do 25 kbp (Lee et al., 2012).

Hlavni slozkou agar6zového gelu je agaréza. Tento polysacharid se izoluje
z moftskych ruduch rodu Gracilaria a Gelidium. Pfi tuhnuti gelu se na sebe agardzové
polymery nekovalentné vazou a vytvaii tak porézni sit, kterd urcuje propustnost gelu
(Lee et al., 2012). Technicky je mozné propustnost gelu regulovat zménou mnozstvi
agardzy v gelu. Pro pohodlnou separaci mensich fragmentii DNA je vhodné vyuzit gel
s vetsi koncentraci agardzy, protoze velké molekuly neprojdou a ty mensi bude lehké
od sebe oddélit. U separace vétsSich DNA fragmentll se naopak voli gel s nizsi
koncentraci, aby mohly porézni siti projit i vétsi molekuly.

Pro separaci se vzorky u gelové elektroforézy aplikuji do jamek, které byly v gelu
vytvofeny hfebinkem pfi pfipravé gelu. Gel se nechava zatuhnout v nalévaci vané. Ta
je poté presunuta do elektroforetické vany s pfipravenym pufrem (nejéastéji TBE
(Beran et al., 2022)). Elektroforetickd vana disponuje kladnou a zéapornou elektrodou
(anodou a katodou) a pfipojenym zdrojem elektrického napéti. Molekuly DNA
obsahuji zaporné nabitou fosfatovou skupinu, a tak se ve stejnosmeérném elektrickém
poli pohybuji smérem k anod¢, kladné elektrodé (Tan and Yiap, 2009). Elektrické
napéti se voli v rozmezi 80-150 V. Mé&lo by odpovidat 5-10 V/cm vzdalenosti od jedné
elektrody k druhé (Beran et al., 2022). U menSich van nelze zvolit tak velké elektrické
napéti, jako u van vétSich. Pi pfili§ velkém napéti by hrozilo piehiati elektroforézy
a degradace vzorku.

Pohyblivost DNA molekuly gelem =zavisi na velikosti molekuly, typu
a koncentraci agardzy v gelu, konformaci DNA, velikosti napéti, pfitomnosti
interkala¢niho barviva a elektroforetickém pufru (Lee et al., 2012). Pro provedeni
gelové elektroforézy je dilezité i spravné vyhodnoceni, které zajistuje (1) barvivo
pro vizualizaci molekul a (2) velikostni marker.

Na obycejném gelu nelze vizualizovat molekuly DNA béznou adspekci. V tomto
ptipadé se vyuzivaji interkalacni barviva, kterd maji schopnost vmezefit se
do dvousroubovice DNA. Vyhodnoceni je poté provadéno pod UV svétlem, kde lze
barvivo navazané na molekuly DNA vizualizovat. Nejcastéji vyuzivanym barvivem je
ethidium bromid. Ten je ov§em povazovan za karcinogenni mutagen, a tak je pfi praci
s nim predevsim tfeba dbat na bezpecnost (Lee et al., 2012). I ptes zdravotni rizika je
pro gelovou elektroforézu Casto vyuzivan kvili své excelentni citlivosti a cenové

dostupnosti oproti jinym interkala¢nim barvivim (SYBR Green, GelRed)(Huang
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et al., 2010). Interkala¢ni barvivo je mozné ptidat do gelu jiz pii jeho piiprave,
ptipadné hotovy gel macet v pufru s obsahem interkala¢niho ¢inidla (Hoy et al., 1994).
V jinych piipadech je mozné obarvit vzorky DNA pii jejich nanaseni do gelu.

DNA ladder, nebo také velikostni marker, je spolehlivym ukazatelem velikosti
molekul prochdzejicich gelem. Jedna se o roztok, ktery se nanasi do gelu stejné jako
ostatni vzorky. Obsahuje standardizovanou smés rizné€ velkych fragmenti DNA, které
poté slouzi jako reference pi1 posuzovani velikosti separovanych fragmenti DNA
z konkrétnich vzorkd (Smarda et al., 2005). Komeréné se vyrabi rizné typy a velikosti
laddert. Proto je dulezité podle velikosti analyzovanych fragmenti DNA vybirat také
konkrétni ladder.

Pod UV svétlem (280-320 nm) se elektroforéza vyhodnocuje po vyjmuti gelu
z elektroforetické vany. Cilové fragmenty DNA je moZzné z gelu vytiznout pro dalsi
molekularné-biologické postupy. Bézné se gelova elektroforéza vyhodnocuje
V poc¢itacovém software, ktery udéla snimek gelu a umoznuje jeho vizualizaci.
Na snimku jsou vidét fragmenty DNA, které obsahuji molekuly konkrétni velikosti.
Jejich velikost se d4 odhadnout podle DNA ladderu. Také intenzita produktt vypovida
o mnozstvi fragmentd DNA ve vzorku. Pokud jsou fragmenty az téméf neviditelné,
neni zde pfitomna dostatecnd koncentrace DNA. To miiZze znacit nevhodné ptedchozi
postupy, at’ uz se jedné o izolaci DNA, PCR nebo pouhé nevhodné naneseni vzorkl

do gelu. (Weaver, 2008)
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3 Cil prace

Cilem bakalaiské prace je vyvinuti piesné a citlivé molekularni metody detekce hmyzu
Vv potravinach, kterd bude moci byt vyuzita pfi dozoru nad dodrzovanim stanovenych
legislativnich pravidel pro produkci hmyzu urceného k lidské spotfebé a vyrobu
potravin z hmyzu. Dosazeni cile prace zahrnuje selekci vhodné metody izolace DNA
z larev Tenebrio molitor a jeji optimalizaci pro zisk ¢isté a dostatecné koncentrované
DNA. Nasledn¢ ma prace za cil optimalizaci reakéniho cyklu PCR pro spolehlivou
detekci potemnika moucného v potravindch. DalSim cilem je ovéfeni specificity
metody diferenciaci od larev Zophobas morio, které pochazeji ze stejné ¢eledi jako
Tenebrio molitor, ale nejsou v Evropské Unii schvaleny pro konzumaci. Hypotézou
prace je, ze produkty oznaCené obsahem potemnika moucného uvadéji na obalu

pravdivé informace a neobsahuji jiné, nepovolené druhy hmyzu.
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4 Metody a materialy

Experimentalni ¢ast bakalarské prace byla provedena v laboratofich molekularni
biologie a genetiky na Katedie genetiky a biotechnologii pfi Zemédélské
a technologick¢  fakult¢  Jihoceské

Ing. Dagmar Stehlikova, PhD.

Univerzity.  Vedouci prace je

4.1 Priprava vzorki

V experimentalni ¢asti bakalarské prace bylo pracovdno se vzorky pochdzejicimi
ze 2 druhti hmyzu — Tenebrio molitor a Zophobas morio. Specificita metodiky pro
detekci téchto druhli byla testovana vyuzitim vzorkli v rizné formé. V prvni Casti
experimentu byla vyuzita namleta moucka z obou druht hmyzu (oznaceni TM pro
Tenebrio molitor, ZM pro Zophobas morio). Pivod téchto vzorki byl zajistén a
zpracovan doc. Ing. et Ing. Annou Adamkovou, Ph.D. z Univerzity TomasSe Bati
ve Zlin€. Dale bylo analyzovano pecivo s riznym obsahem namleté hmyzi moucky.
Na konci experimentu jiz byly pro detekci vyuzity produkty s obsahem moucky

Z potemnika moucného, kter¢ jsou voln¢ prodejné.
4.1.1 Pecivo s obsahem hmyzi moucky

Pernik

Pro peceni perniku bylo vyuZzito: 400 g hladké mouky, 120 g mouckového cukru,
20 g prasku do peciva, 5 g skofice, 5 g pernikového koteni, 10 g moucky z potemnika
mouc¢ného (TM), 15 g kakaa, 200 ml mléka, 200 ml vody, 120 ml oleje. Z téchto
ingredienci bylo vytvoteno tésto, které bylo peceno 35 minut pfi teploté 165 °C.

BéZné pecivo

Tabulka 4: Vyuzity recept na bézné pecivo

[0] TM/ZM Mouka Voda Cukr Sul Drozdi
1% 0,5 49,5
2,5% 1,25 48,75 55 0,93 0,75 0,9
10 % 5 45
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4.1.2 Volné prodejné produkty s obsahem moucky z potemnika mouéného

WormUP Krupavi €ervici s prichuti ¢esneku, chilli

SloZeni: susené larvy potemnika mouc¢ného (96,7 %), stl we e
(2 %), Sesnek/chilli (1,3 %) Krupavi

cervici
Proteinovi kiupici natural

Susené¢ larvy potemnika mou¢ného

Obrazek 1: Kiupavi Cervici chilli

Farmerio ¢okolada s ¢erviky DARK LOW CARB

Slozeni: kakaové boby, kakaové maslo, larvy Tenebrio molitor

Obrazek 2: Hotka ¢okolada s
larvami potemnika mouc¢ného

Farmerio instantni ryZova kase
SloZeni: ryze loupana (84 %), kukufi¢na kase (2,5 %),
hmyzi mouka z larev potemnika mouéného (11,5 %),

lyofilizované ovoce (2 %)

40g

Obrazek 3: RyZova kaSe s mouckou z larev Wmmm""
potemnika mouc¢ného ! '«

4.2 lzolace DNA

4.2.1 Magneticka izolace DNA

Proces magnetické izolace DNA je ve velké mife automatizovan, jelikoZ je pracovano
s robotickym izolatorem DNA MagCore od vyrobce RBC Bioscience. Komeréné
dodavana kazeta obsahuje 14 zkumavkovych stript, pficemz deset z nich je zakryto
z divodu, ze obsahuji reagencie pouzivané pii izolaci. Ochranné folie na stripech se
perforuji az specialnim hrotem pfed pfidanim vzorku, ¢imZ se redukuje riziko
kontaminace reagencii. DNA z lyzitu se béhem inkubace navdzou na specidlni

magnetitové ¢astice pokryté celulézou a silny magnet pritdhne Castice ze suspenze

30



ke sténé zkumavky (krd.cz). Poté dochazi k omyti kontaminanti diky vifivému

proudéni v promyvaci zkumavce.

Pted vlozenim vzorku do automatického izolatoru nukleovych kyselin je nutné

vzorek piipravit a provést nékolik predchazejicich krokt. Tyto kroky se lisi podle

povahy biologického materialu, ze kterého je DNA izolovana. Protokoly k témto

postupim jsou dodavany vyrobcem izolatoru, stejné jako pouzivané reagencie.

V ramci experimentu byly vyuzity dva rizné protokoly k ptipravé vzorku, a to Solid

Animal Tissue a Stool Sample.

Solid Animal Tissue protokol je urcen pro izolaci DNA ze zZivoc¢isnych tkani.

Postup je nasledujici:

Z peciva odebrat malé ¢astice o hmotnosti okolo 30 mg a vlozit je do
mikrocentrifugacni zkumavky.

Ptidat 400 pl GT pufru a 20 ul proteinazy K, promichat vortexem.
Inkubovat 90 minut pii teploté 55 °C do kompletni lyze vzorku.

V ptipadé viditelnych necistot prevést vzorek pres Filter Column a
centrifugovat 5 minut pfi maximalni rychlosti.

Suspenzi pievést do Collection Tube.

400 pl cisté suspenze prevést do Sample Tube.

Vlozit kazetu do automatického izolatoru, poté vlozit vzorek v Sample Tube.

Na obrazovce automatického izolatoru zvolit program 401.

Pro izolaci DNA ze vzorku stolice existuje protokol Stool Sample. V této

bakalarské praci byl tento protokol vyzkouSen proto, ze ma dikladné;si

homogenizaéni a lyticky postup. Ac¢koliv se nejednalo o vzorky stolice, bylo se vzorky

peciva nakladano nasledovné:

Z peciva odebrat vzorky o hmotnosti okolo 30 mg a vlozit je do 2 ml
mikrocentrifugacni zkumavky.

Do zkumavky pfidat 2 kovové kuli¢ky a nejprve nasucho ponechat
v homogenizatoru po dobu 15 sekund pii frekvenci 30 Hz.

Ptidat 1 ml TE pufru, opét homogenizovat 15 sekund pii 30 Hz.
Vzorek promichat pomoci vortexu a centrifugovat 15 minut pii 4000
otackach za minutu.

Odstranit supernatant.

Pelet rozpustit v 1,5 ml GT pufru.
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4.2.2

Promichat pomoci vortexu po dobu jedné minuty.

Inkubovat 5 minut pti 70 °C.

Promichat pomoci vortexu 15 sekund, centrifugovat 1 minutu pii 13000
otackach za minutu.

400 pl supernatantu prenést do nové mikrocentrifugacni zkumavky.
Ptidat 20 ul proteinazy K, promichat pomoci vortexu.

Inkubovat 2-3 hodiny pfi teploté 60 °C.

Prelit pies Filter Column a centrifugovat 5 minut pii 14000 otackach za
minutu.

Pipetovat 400 pl suspenze do Sample Tube.

Vlozit kazetu do automatického izolatoru, poté vlozit vzorek v Sample Tube.

Na obrazovce automatického izolatoru zvolit program 401.

CTAB-PVP izolace DNA

Metody izolaci DNA vyuzivajicich CTAB a PVP jsou sice primarné doporu¢ovany

Kk izolacim z rostlinnych pletiv, ale u vétSiny druhd hmyzu mize byt tato metoda také

efektivni (Hoy et al., 2013). Jelikoz se pracuje s toxickymi a drazdivymi latkami,

veskera prace byla provadéna v digestofi.

Ptipravit roztok 2 x PVP — CTAB a 1% merkaptoethanol s vyuzitim 500 pl
roztoku na jeden vzorek.

Roztok ptredehrat na 65 °C.

Z peciva ¢i produktu s hmyzi mouckou odebrat vzorek o ptiblizné hmotnosti
100 mg a vlozit jej do 2ml mikrocentrifugacni zkumavky.

Do zkumavky ptidat 2 kovové kuli¢ky a nejprve nasucho ponechat

v homogenizatoru po dobu 15 sekund pii frekvenci 30 Hz.

Ptidat 500 pl predehiatého roztoku, opét homogenizovat 15 sekund pii 30 Hz.
Inkubovat 45 minut pii teploté 65 °C, kazdych 15 minut lehce promichat.
Ptidat 500 pl smési chloroform-1AA.

10 minut promichévat, 5 minut centrifugovat pii 12000 otackéach za minutu.
Do novych 1,5ml mikrocentrifugacnich zkumavek odpipetovat vodnou fazi.
Ptidat 5% CTAB, ptidané mnozstvi odpovida 1/5 objemu vzorku.
Promichat, pfidat 500 pl smési chloroform-1AA.

10 minut promichévat, centrifugovat 5 minut maximalni rychlosti pfi

pokojové teplot¢.
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Do novych 1,5ml mikrocentrifuga¢nich zkumavek odpipetovat vodnou fazi.
Pridat ledovy isopropanol (2/3 objemu vzorku), az tiikrat jemné promichat.
Ponechat na noc v mrazu (-20 °C).

Centrifugovat 5 minut maximalni rychlosti pfi teploté 4 °C.

DNA vytvoii pelet, odstranit supernatant.

Ptidat 300 pul 1x TE a 30-60 minut inkubovat pfi teploté 37 °C.

Ptidat 2 objemy ledového 96% ethanolu (asi 600 pl), jemné promichat.
Ponechat na noc v mrazu (-20 °C).

Centrifugovat 10 minut maximalni rychlosti pfi teploté 4 °C.

DNA vytvoii pelet, odstranit supernatant.

Ptidat 1 ml ledového 70% ethanolu, dvakrat az tfikrat lehce promichat.
Centrifugovat 2 minuty maximalni rychlosti pfi teploté 4 °C.

Odstranit vSechen supernatant, v piipad¢ necistot tento krok opakovat.
Vzorky nechat dobfe vysusit (maximalné 3 hodiny).

Rozpustit DNA ve sterilni vod¢ nebo 1x TE pufru pii 37 °C po dobu 40

minut.

4.3 Polymerazova retézova reakce

4.3.1 Gradientova PCR

Gradientovd PCR slouzila k nalezeni optimalnich teplot annealingu jednotlivych

primert. K ovéteni vysledki byla pouZita pozitivni kontrola (vzorek obsahujici DNA

izolovanou z namletého hmyzu) a negativni kontrola (vzorek, u kterého byl 1 ul DNA

nahrazen vodou). Pro kazdy vzorek byla v termocykleru nastavena jina teplota faze

annealingu. Vyhodnoceni prob¢hlo pomoci snimku gelové elektroforézy.

Slozeni reak¢ni smési pro 1 vzorek (celkem 25 pl):

12,5 pl Master Mixu One Taq® Hot Start Quick-Load®
9,5 ul PCR Ultra H>O Top-Bio

1 ul forward primeru

1 ul reverse primeru

1 ul templatové DNA
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Tabulka 5: Sekvence vyuzitych primeri

Druh ) Velikost
Cilovy gen Primer Sekvence (5°2>3) _
hmyzu amplikonu
Tenebrio Forward CAAAGGTAGCATAATCATTAGT
_ 16S rRNA 240 bp
molitor Reverse AGTTAAATAAATTTTCTAACCG
Zophobas ol Forward GGGCATCAGTCGATCTCGCA 120
morio Reverse CGATCAAAAGTTATTCCTTGTGG P

(Tramuta et al., 2018)

Gradientova PCR byla provedena v termocykleru (Biometra, DE) s nastavenim

reak¢niho protokolu popsaného v tabulce ¢. 7. Konkrétni teploty gradientu annealingu
byly: 52,5 °C; 55 °C; 56 °C, 58 °C, 59 °C, 60,3 °C. Pozitivni a negativni kontroly

prosly reakci s annealingem pfi teploté 56 °C.

Tabulka 6: Reak¢ni protokol gradientové PCR

Faze reakce Teplota Cas Cyklus
Pocate¢ni denaturace 94 °C 5 minut 1x
Denaturace 94 °C 1 minuta

Annealing Gradient teplot 52,5-60,3 °C | 30 sekund 40x
Elongace 68 °C 1 minuta

Finalni elongace 68 °C 5 minut 1x
Chlazeni 4°C 00 1x

4.3.2 PCR sevzorky z pec¢iva a produkti

U vSech vzorkd (pernik, kynuté, nekynuté pecivo, voln€ prodejné produkty) byla

provedena PCR s pouzitim konkrétnich primert z tabulky ##. Teplota annealingu

Vv reak¢énim protokolu byla optimalizaci stanovena na 55 °C. K provedeni reakce byl

opét pouzity termocykler Biometra (DE).

SloZeni reakéni smési pro 1 vzorek (celkem 25 pl):
- 12,5 pl Master Mixu One Taq® Hot Start Quick-Load®
- 9,5 ul PCR Ultra H2O Top-Bio

-1 ul forward primeru

- 1 ulreverse primeru

- 1 pl templatové DNA
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Tabulka 7: Reakéni protokol PCR

Faze reakce Teplota Cas Cyklus
Pocate¢ni denaturace | 94 °C 5 minut 1x
Denaturace 94 °C 1 minuta
Annealing 55°C 30 sekund 40X
Elongace 68 °C 1 minuta
Finalni elongace 68 °C 5 minut 1x
Chlazeni 4°C 00 1x

4.4 Gelova elektroforéza

Vyhodnoceni veskerych PCR reakci bylo provedeno pomoci gelové elektroforézy.
Elektroforéza probihala na 2% agar6zovém gelu. Agardzovy prasek (2 g) byl preveden
do 100 ml 1x TBE pufru a povaien do Gplného rozpusténi. Gel byl poté ochlazen
a obohacen o0 3 pl ethidium bromid. Takto pfipraveny gel byl nalit do nalévaci vany
s hiebinky, kde tuhnul pfibliZzn€ 45 minut. Poté byl umistén do elektroforetickeé vany
a byly do n&j napipetovany vzorky. Mimo vzorky byl pouzit i 100 bp DNA ladder
(NEB, UK) pro jednoduché vyhodnoceni. Elektroforéza probihala 40 minut pii napéti
120 V v prostiedi 1x TBE pufru. Gel byl nasledné vyfocen a posuzovan pomoci
UV piistroje InGenius 3 (SynGene, UK).
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5 Vysledky

5.1 lzolace DNA

5.1.1 Magneticka izolace DNA

Tabulka 8: Detekce a kvantifikace DNA ve vzorcich izolovanych protokolem Solid

Animal Tissue

Vzorek Koncentr | OD OD oD oD OD
ace NK | 260/280 260/230 260 280 230
[ng/pl]
10 % ZM 643,14 0,95 0,34 24,238 24,928 | 49,237
10% T™M 807,24 1,03 0,28 24,466 24,033 | 65,795
10 % MIX 743,17 1,03 0,31 25,746 25,307 | 59,359
2,5% ZM 606,39 1,02 0,26 18,328 18,137 | 53,435
25% TM 774,06 1,03 0,25 24,595 24,198 | 70,198
2,5% MIX | 569,73 1,04 0,27 17,450 16,991 | 48,899
PERNIK A | 641,80 1,02 0,36 33,809 33,553 | 56,571
PERNIK B | 807,84 1,03 0,30 38,734 | 38,294 | 76,555

Poméry absorbanci 260/280 by se mély pohybovat okolo 2. U vzorkd se hodnoty
nachazely v intervalu od 0,95 do 1,04. Primérna hodnota OD 260/280 byla 1,02.
Optimalni hodnota OD 260/230 by se m¢la pohybovat okolo 1,8. Hodnoty u vzorkt

se nachazely v intervalu od 0,25 do 0,36, s primérnou hodnotou 0,296. Byly naméieny

vysoké koncentrace totdlni DNA, ale smérodatnost téchto vysledli nekoresponduje

s ¢istotou DNA (OD 260/280 a OD 260/230). Mezi jednotlivymi vzorky s odlisSnym

obsahem moucky z potemnika mou¢ného nebyly nalezeny vyznamné rozdily.
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Tabulka 9:

Detekce a kvantifikace DNA ve vzorcich izolovanych protokolem Stool

Sample

Vzorek Koncentrace | OD OD oD oD oD

NK [ng/pl] | 260/280 260/230 260 280 230
10% zZzM | 9,44 2,32 -0,83 0,008 -0,100 | -0,409
10% T™M 22,57 2,26 -3,81 0,294 0,042 |-0,275
10 % MIX | 18,86 2,25 -3,70 0,293 0,084 |-0,186
25% ZM | 13,47 2,67 -1,54 0,083 -0,086 | -0,361
25% TM | 31,47 2,35 -39,42 0,437 0,076 | -0,208
2,5% MIX | 17,45 2,85 -2,40 0,146 -0,080 |-0,348
PERNIK A | 7,98 8,19 -1,01 -0,059 | -0,199 |-0,377
PERNIK B | 5,75 27,02 -0,54 -0,094 -0,205 | -0,423

Koncentrace totalni DNA u vzorki je na hranici citlivosti ptistroje NanoDrop. Poméry

absorbanci 260/280 se u vzorku z pec¢iva pohybovaly od 2,25 do 2,85, s primérnou

hodnotou 2,45. N¢které absorbance nabyvaly zapornych hodnot, coz ukazuje chybu

v méfeni. U vzorki z perniku byly naméfeny nespravné hodnoty absorbanci.

5.1.2 CTAB-PVP izolace DNA

Tabulka 10: Detekce a kvantifikace DNA ve vzorcich izolovanych z peciva

metodou CTAB-PVP

Vzorek Koncentrace | OD OD OD 260 | OD oD
NK [ng/pl] 260/280 260/230 280 230
10 % ZM 228,73 1,97 1,49 5,523 3,271 | 4,014
10% T™M 199,41 2,04 1,94 4,166 2,133 | 2,230
10 % MIX | 255,48 2,05 1,80 5,303 2,688 | 3,039
25%ZM | 140,45 2,09 1,90 2,855 1,391 | 1,522
25% TM | 258,46 2,07 2,01 5,245 2,568 | 2,646
2,5% MIX | 147,98 2,10 2,06 3,031 1,483 | 1,511
1% ZM 60,73 2,54 1,23 1,651 0,914 | 1,423
1% TM 40,19 2,42 1,98 1,257 0,785 | 0,859
1% MIX 24,49 2,38 1,99 0,432 0,148 | 0,188
PERNIK A | 55,80 2,07 1,73 1,105 0,529 | 0,635
PERNIK B | 53,70 1,89 0,98 1,235 0,729 | 1,261
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Poméry absorbanci 260/280 se nachazely v intervalu od 1,89 do 2,54, s praimérnou
hodnotou 2,15. Naméfené poméry absorbanci 260/230 byly intervalu od 0,98 do 2,06,
S pramérnou hodnotou 1,74.

Vzorky obsahovaly 10 %, 2,5 % nebo 1 % moucky z potemnika mou¢ného, potemnika
brazilského nebo obou. Vysoké koncentrace byly naméfeny u vzorka s 10% a 2,5%
obsahem hmyzi moucky. U 1% obsahu hmyzi moucky byla totalni koncentrace

nukleovych kyselin niz$i. To plati i pro vzorky, které byly izolovany z perniku.

Tabulka 11: Detekce a kvantifikace DNA ve vzorcich izolovanych z produktt s
obsahem larev potemnika mou¢ného metodou CTAB-PVP

Vzorek Koncentrace | OD oD oD oD oD
NK [ng/pl] | 260/280 | 260/230 | 260 280 | 230
KASE HOTOVA 1 | 206,16 2,10 1,86 4,333 |2,178 | 2,430
KASE HOTOVA 2 | 238,70 2,07 1,92 5009 |2541 |[2,718
KASE SYPKA 1 | 196,35 2,05 1,78 4,216 |2,204 | 2,501
KASE SYPKA 2 | 231,56 2,08 1,75 5,002 |2,600 |3,021
COKOLADA 1 225,68 2,07 1,95 4,669 |2,336 |2,474
COKOLADA 2 207,48 2,04 1,59 4,647 |2,533 |3,103
KC CESNEK 1 96,32 2,16 2,42 1,960 |0,923 | 0,830
KC CESNEK 2 163,35 2,22 2,25 3,268 | 1,469 | 1,452
KC CHILLI 1 150,03 2,21 2,44 2,955 |[1,310 |1,187
KC CHILLI 2 134,43 2,21 2,41 2,705 |1,231 |1,133

U vzorkl izolovanych z produktii obsahujicich larvy potemnika moucného se
OD 260/280 pohybovala v intervalu od 2,04 do 2,22, s primérnou hodnotou 2,12.
Hodnoty OD 260/230 se nachazely v intervalu od 1,75 do 2,44 a primérna hodnota
byla 2,04. Koncentrace totalni DNA byly vysoké, s primérnou hodnotou 217,7 ng/pl.

5.2 PCR a gelova elektroforéza

5.2.1 Gradientova PCR

Pti gradientové PCR pro zjiSténi optimalni teploty annealingu konkrétnich primert
bylo vyuzito 6 teplot v intervalu od 52,5 °C do 60,3 °C. Pro ovéfeni spravnosti byl

vyuzit vzorek s negativni kontrolou.
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Obrazek 4: Gradient teplot annealingu u Tenebrio molitor. Vyuzité teploty:

1-52,5°C;2-55°C;3-56°C;4-58°C;5-59°C;6-60,3°C

500 bp

NK123456.,

240 bp s

100 bp

Teplotni optimum annealingu primerti pro Tenebrio molitor nejlépe odpovidalo
teplotam 52,5 °C a 55 °C. Pfi teploté 56 °C byl fragment mén¢ viditelny a pii vyssich
teplotach nasedani primert vitbec neprobé&hlo.

Obrazek 5: Gradient teplot annealingu u Zophobas morio. Vyuzité teploty:

1-52,5°C;2-55°C;3-56°C;4—-58°C;5-59°C;6-60,3°C

NK123456;

500 bp S

P

100 bp [20bp © @ ee— — e —

Primery pro Zophobas morio nasedaly na templat pifi vSech vyuzitych teplotach.
K nejintenzivnéjsi amplifikaci doslo pii teplotach 56 °C, 58 °C, 59 °C a 60,3 °C.
Fragmenty u teplot 52,5 °C a 55 °C byly slabsi, ale stale vyuZzitelné pro dalsi analyzy.

39



5.2.2 Magneticka izolace DNA

Obriazek 6: Magneticka izolace DNA pomoci protokolu Solid Animal Tissue. Horni
¢ast: vyuzité primery pro Zophobas morio; Dolni ¢ast: vyuzité primery pro Tenebrio
molitor

l

L&

Protokolem Solid Animal Tissue byly vyhodnocovany vzorky peéiva s obsahem
hmyzi moucky. Vzorky s obsahem potemnika brazilského jsou oznaceny ZM, vzorky
S obsahem potemnika mouc¢ného TM. Pernik obsahoval pouze moucku potemnika
moucného.

PCR neprobéhla uspésné, u vétSiny vzorkl vibec nedoslo k amplifikaci. Pouze
u 10% MIX je u ZM slaby fragment s DNA o piiblizné velikosti 120 bp. Mimo to

probéhla reakce pouze u negativni a pozitivni kontroly.
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Obrazek 7: Magnetickd izolace DNA pomoci protokolu Stool Sample. Horni ¢ast:
vyuzité primery pro Zophobas morio; Dolni ¢ast: vyuzité primery pro Tenebrio molitor

T T T YT S T T T e T e Wy T

Protokolem Stool Sample byla izolovana DNA ze stejného peciva jako u Solid Animal
Tissue. U ZM primert byly vysledky pozitivni. Fragmenty DNA o velikosti 120 bp se
nachdzely ve vzorcich, které obsahovaly ZM. Fragmenty byly ale pomérné slabé,
indikujici nedostatecnou amplifikaci cilového useku DNA. Slabéji viditelné byly
i vysledky dosazené s vyuzitim TM primert. U 10% obsahu hmyzi moucky byly
fragmenty DNA o velikosti 240 bp mirn¢ viditelné, u 2,5% obsahu nebyly vidét témét
vibec. Doslo tedy k minimélni amplifikaci. U perniku byly vysledky také slabé,

zatimco pozitivni kontrola byla velice vyrazna.
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5.2.3 CTAB-PVP izolace DNA

Obrizek 8: 1zolace DNA ze vzorkt bézného peciva metodou CTAB-PVP s vyuzitim
primert pro Tenebrio molitor

Metodou CTAB-PVP byla izolovana DNA ze vzorkd peciva s 10%, 2,5% a 1%
obsahem hmyzi moucky. Za pouziti primert pro TM bylo dosazeno pozitivnich
vysledkl pro vzorky s obsahem moucky z potemnika moucného. Fragmenty DNA
o velikosti 240 bp byly dostatecné silné a viditelné. PCR byla uspésna, doslo
k amplifikaci cilového tiseku DNA u vSech zadoucich vzorkl. Negativni a pozitivni
kontroly slouzily k ovéfeni vysledkd.

Obrazek 9: Izolace DNA ze vzorkl bézného peciva metodou CTAB-PVP s vyuzitim
primerti pro Zophobas morio

100 bp

PCR s primery pro ZM vysla také uspésné. Na gelu byly vizualizovany fragmenty
DNA o velikosti 120 bp u vzork, které obsahovaly moucku z potemnika brazilského,

a to i pfi 1% obsahu moucky.
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Obrazek 10: Izolace DNA z produkt obsahujicich larvy Tenebrio molitor metodou
CTAB-PVP s vyuzitim primert pro Tenebrio molitor

NK KASE CDKOLADA |KRUPAVi CERVICI
HOTOVA SYPKA | 1 2 |PK| CESNEK CHILLI

500 b !

B IR I T (PR e —
100 bp 240 bp

Pti vyuziti TM primerd doslo k amplifikaci u vSech vzorki, které obsahovaly
potemnika mou¢ného. Malinova kase byla u dvou vzorkl vyuzita v sypkém stavu,
pro druhé dva vzorky byla piipravena podle navodu. Cokolada s larvami byla
testovana ve dvou vzorcich. Vzorek €. 2 obsahoval vice ¢okolady nez vzorek €. 1.
Vysledky u obou vzorkl byly bez rozdilu. Kfupavi Cervici také vykazovali pozitivni

vysledky, bez ohledu na vyuzité koteni.

Obrazek 11: Izolace DNA z produktl obsahujicich larvy Tenebrio molitor metodou
CTAB-PVP s vyuzitim primert pro Zophobas morio

NK KASE  |cokorina| PK| KRUPAVI CERVICI
HOTOVA SYPKA| 1 2 CESNEK CHILLI

500 bp

100 bp

120 bT

Vyuziti primert pro ZM prokazuje spravnost tdaji na obalech vyrobku. Pfi vyrobé
téchto produktii nebyly vyuzity larvy potemnika brazilského. Pro ovéfeni spravnosti
slouzi pozitivni kontrola. Jiné fragmenty DNA u ostatnich vzorki nebyly pii PCR

amplifikovany.
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5.3 Shrnuti

Pti gradientové PCR pro optimalizaci annealingu primertt pro TM 1 ZM nejlepsi
amplifikace prob¢hla pii annealingu okolo 55 °C.

Vysledkem magnetické extrakce DNA pro postup Solid Animal Tissue byla
sice vysoka koncentrace totadlni DNA, ale zaroven nespravné hodnoty OD urcujici
Cistotu DNA. Ptfi PCR u téchto vzorkli amplifikace viibec neprobéhla a gelovou
elektroforézou je neslo vizualizovat.

Magnetickou extrakci DNA s protokolem Stool Sample se podatilo izolovat
DNA ze vzorki peciva a perniku, ale celkovda DNA ve vzorcich byla velice nizka
a hodnoty OD byly na pfistroji NanoDrop neméfitelné. Pii PCR u vzorki doslo k velmi
slabé amplifikaci a fragmenty bylo mozné vizualizovat na gelu. Intenzita amplifikace
ovSem byla nedostate¢na. Vysledky byly stejné pro jednotlivé vzorky s odliSnym
mnozstvim hmyzim moucky (10 %, 2,5%, 1%).

VSechny vzorky izolované metodou CTAB-PVP nabyvaly vysoké koncentrace
totalni DNA. DNA ve vzorcich byla ¢istd a nekontaminovana. Pfi PCR reakci primery
nasedaly na spravné misto a amplifikace probéhla v dostatecné intenzité,
a to i u vzorkll s 1% obsahem hmyzi moucky. Na gelu bylo mozné vizualizovat
fragmenty DNA a posoudit, zda dand potravina obsahuje potemnika mou¢ného nebo

potemnika brazilského.
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6 Diskuse

V soucasné dobé predstavuje konzumace hmyzu nadéjnou cestu k jednoduchému
a nizkonakladovému vyuziti Zivo¢isnych produktii, na které zatim nejsou obyvatelé
Evropy zvykli (Siemianowska et al., 2013). Potemnik mou¢ny uz zde neni vnimam jen
jako skladistni skiidce a krmivo pro domaci Ci exoticka zvitata, ale také jako zajimavy
alternativni zdroj proteinii a jinych zivin pro ¢lovéka. Pfinostim a limitim entomofagie
se vénuje spousta studii, které fesi zejména zdravotni aspekty a rizika konzumace
hmyzu. Chemickou bezpeénosti hmyzu se zabyvaji Meyer et al. (2021), ktefi rozebiraji
rozsah bioakumulace té€Zkych kovl v larvach konzumovaného hmyzu a obsah dalSich
kontaminanti, které ovSem podle autorti neptedstavuji vyznamné bezpecnostni riziko
pii konzumaci. Jako nadéjnou a bezpecnou potravinu budoucnosti shleddva hmyz
naptiklad Conway et al. (2024).

Na mezery v autenticnosti a bezpe€nosti potravin z hmyzu objektivné poukazuje
komplexni studie od Traynor et al. (2024). Po extenzivnim vyzkumu literatury, trhu
S hmyzimi produkty a rozhovory s kli¢ovymi zainteresovanymi stranami autofi varuji
pfed moznym podvodnym jedndnim v této oblasti v zajmu finan¢niho obohaceni
téchto stran. Jako podvodné jedndni se shledava napiiklad nepfesné a zavadé&jici
oznaceni produktl, ndhrada slozek produktu, nevhodna dokumentace nebo nedodrZeni
hygienickych podminek chovu hmyzu. K lednu 2024 (Traynor et al., 2024) nebyla
v EU detekovana Zadn4 podvodna aktivita na trhu s hmyzimi produkty. I pfesto je
nutné vénovat se otdzce dozoru nad témito potravinami. SuSené larvy potemnika
moucného se na evropském trhu objevuji s primérnou cenou 46 euro/kg (Ortiz et al.,
2016). Mnohem levngjsi alternativu by mohly ptfedstavovat susené larvy potemnika
brazilského, které ale nejsou oficialné schvaleny v EU jako potravina.

Cilem prace bylo nalezeni vhodné a jednoduché metody detekce potemnika
mouc¢ného v potravinach a jeho diferenciace od podobného, ale nepovoleného hmyzu,
ktera by mohla pfispét k uleh¢eni dozoru nad dodrzovanim stanovenych legislativnich
pravidel pro produkci hmyzu uréeného k lidské spotiebé. V praci byla nejprve
optimalizovana molekuldrni metoda pro detekci téchto dvou druhti hmyzu na vlastnich
vzorcich. Poté byly testovany produkty s obsahem larev potemnika moucného
uvedené na trh. Hypotéza prace hovoii o tom, Ze obaly produkti uvadéeji spravné

informace a produkty opravdu obsahuji hmyz povoleny ke konzumaci.
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Molekularni metody poskytuji silné a pfesné nastroje pro identifikaci zivoc¢isnych
1 rostlinnych ptimési v potravinach. VétSina z metod aplikovanych pro identifikaci
jednotlivych druhti hmyzu je zaloZena na analyze nukleovych kyselin (Daniso et al.,
2020). Jednim z cila prace byla optimalizace metody izolace DNA. Idealni metoda by
méla byt citliva, presna, jednoducha a levna. Vysledna DNA by méla byt predevsim
Cistd a neponicend, aby byla vyuzitelnd pro dal$i analyzu. Velké mnozstvi autori
pro izolaci DNA Tenebrio molitor vyuzili komeréni kity, které jsou sice nakladnéjsi,
ale poskytuji pfesné a rychlé vysledky. Oppert et al. (2023) vyuzili k izolaci DNA
z larev potemnika mou¢ného Insect DNA Kit od firmy Omega BioTek (USA). Dovedli
izolovat gDNA o prumémé velikosti vétsi nez 50 kbp, vhodnou pro long-read
sekvenovani. Pro genomické analyzy izolovali GspéSné DNA potemnika také Erikkson
et al. (2020), a to kitem DNeasy Blood & Tissue od firmy Qiagen (DE). Vstupnim
materialem pro tyto postupy byly rizné ¢asti téla dospélce potemnika moucéného. Kit
od firmy Qiagen (DE) pouzili i Daniso et al. (2020) pti detekci Gryllodes sigillatus
v potravinach. Pti Real-Time PCR detekci autofi shledali, ze u stejného mnozstvi
izolované hmyzi DNA ziskali odliSné signaly, které zavisely pfedevS§im na zpisobu
technologického zpracovani suroviny a ptipadné pfitomnosti inhibitort.

Problém detekce potemnika moucného v potravindch spociva v odliSnosti
vstupniho materialu pfi izolaci DNA. V analyzované potraviné se nenachazi jen larvy
potemnika, ale spousta dalSich ingredienci, jejichZ sloZeni by mohlo s izolaci DNA
interferovat. Jednou z analyzovanych potravin v této praci byla hoika cokolada
s obsahem suSenych larev potemnika mouc¢ného. Vysoky obsah polysacharidi
a fenolickych latek v kakaovych bobech a ¢okoladé ptfirozené€ inhibuje PCR reakci
(Haymes et al., 2004). De Oliveira et al. (2022) proto vybirali nejvhodnéjsi metodu
izolace DNA z ¢okolady pro Real-Time PCR. Nejlepsich vysledk dosahovala metoda
CTAB. V této praci byla z cokolady tspésné€ izolovana DNA potemnika mouc¢ného
pomoci CTAB-PVP a néslednd PCR reakce byla také uspésna.

Prvni pokusy o izolaci DNA ze vzorki peciva s hmyzem byly realizovany pomoci
robotického izolatoru MagCore. Nejprve byl vyuZit protokol Solid Animal Tissue,
ktery byl vybran pro optimalni vyuZiti k izolaci DNA ze Zivo¢iSnych tkani. I1zolace se
nepodarila. Na NanoDropu byly sice u vzorkii naméfeny vysoké koncentrace
nukleovych kyselin, ale Cistota DNA byla velice nizka, a tak lze predpokladat
kontaminaci. Tento postup byl shledan jako nedostatecny. Za netispéchem mohla stat

nedostateéna homogenizace a inkubace vzorku.
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Druhy MagCore protokol byl Stool Sample, uréeny pro izolaci DNA ze vzorki
stolice. K izolaci DNA ze stolice je potieba dikladnéjsi postup, protoze stolice je
komplexni material obsahujici vlakninu, mikroorganismy a nukleazy, které by mohly
izolaci DNA negativné ovlivnit (McOrist et al., 2002). Tento postup zahrnoval mimo
jiné dikladnou homogenizaci pomoci kovovych kuli¢ek v tiepacim homogenizatoru
a az ti1 hodiny inkubace pii 60 °C. Vysledky byly lepsi nez u protokolu Solid Animal
Tissue. DNA se podafilo izolovat, avSak s velice nizkou koncentraci. Pii méfeni
na NanoDropu se pomér OD 260/230 dostaval do zapornych hodnot, coz naznacuje
nespravné meéteni vzorkl a indikuje moznou hranici citlivosti pfistroje.

Debode et al. (2017) izolovali z vyrobkl s obsahem potemnika mou¢ného
genomickou DNA pomoci metody CTAB popsané v mezinarodnim standardu ISO
21571 (2005). V této praci byla také pouzita metoda zalozena na CTAB, s odli$nosti
v kombinaci s PVP, ktery se vaze na polyfenolické latky a usnadnuje tak izolaci DNA
(Schenk et al., 2023). Touto metodou bylo mozné bez problému izolovat hmyzi DNA
zZ riiznych vstupnich materiald, jako je kynuté a nekynuté pecivo, pernik, ryzova kase
a ¢okolada. Provedeni metody bylo ale velice pomalé. Izolace trvala celkem 3 dny, coz
neni aplikovatelné pro vétsi laboratorni provozy. S odhlédnutim od rychlosti metoda
CTAB-PVP vykazovala vysoké vytézky DNA. V nékterych ptipadech vzorky DNA
bylo potieba pro PCR reakci zfedit. Naméfené hodnoty optické density na NanoDropu
odpovidaly optimu. Vyhodou metody je mimo vysokou vytéznost i nizka cena. V této
praci byla tato metoda shledana jako optimalni pro izolaci DNA larev potemnika
mou¢ného a potemnika brazilského. Optimalnich vysledki dosahuje tato metoda
V publikaci od Marien et al. (2022) 1 pfi izolaci DNA potemnika stajového, coz je dalsi
druh hmyzu povoleny ke konzumaci v EU.

Jako referencni metoda pro identifikaci rdznych druhti hmyzu v potravinach se
nabizi metoda Real-Time PCR (Koppel et al., 2018; Debode et al., 2017). Podle
Koppel et al. (2018) zejména proto, Ze se hmyz mulZe v potravinach vyskytovat také
jako kontaminant. Kvantifika¢ni analyza by mohla pomoct odlisit béznou kontaminaci
od zamysleného pifidavku hmyzu do potravin. Tato prace je zamétfena zejména
na specifickou detekci a ovéteni spravnosti idaji na obalu vyrobku, proto nebyla
kvantitativni analyza nutna a byla vyuzita PCR reakce bez modifikaci.

Limit PCR metody jako detektoru hmyzu v potravinach je zejména jeji rychlost
a fixace na podminky laboratorniho prostfedi. Navdzanim na tuto praci by mohlo byt

vyvinuti metody detekce potemnika moucného v potravindch metodou LAMP, ktera

47



je velice presnd, specifickd, sensitivni a rychld. Metoda LAMP vyuziva izotermické
DNA polymerazy, kterd dokaze disociovat a posouvat vznikajici vlakno a specialné
navrzené¢ smyckové primery. Amplifikace probiha pii konstantni teploté (60-65 °C),
proto se da provadét v terénu. To by v praxi zajistilo rychlou detekci v prostiedi.
(Wong et al., 2017).

Zhu et al. (2023) naptiklad vyvinuli sensitivni LAMP metodu detekce Hermetia
illucens, jejiz provedeni od odbéru vzorku do vysledku trva pouhych 60 minut.
Optimalizaci LAMP metody k detekci potemnika mouc¢ného v potravinich by se dalo
vénovat pro dosazeni cil této prace v navazujici diplomové praci.

Metodu Real-Time PCR k detekci potemnika mou¢ného vyuzili Debode et al.
(2017), kteti se vénovali navrhu vhodnych primert. Autofi navrhli jednotlivé pary
primert ohranicujici 87 bp dlouhy tisek DNA na dvou cilovych genech - wingless
a cadherin. Poté testovali jejich specificitu oproti necilové DNA. Primery na wingless
genu nevykazovaly zadnou nespecificitu. Primery na cadherin genu ovSem
vykazovaly pozitivni signal pro hmyz Zophobas morio a Bombyx mori, a také
pro korySe Gammarus sp.

V této praci byla specificita reakce testovana oproti Zophobas morio, ktery patii
do stejné celedi jako Tenebrio molitor. Byly vyuzity primery podle Tramuta et al.
(2018), kteti optimalizovali multiplex PCR metodu pro detekci deviti druht
konzumovaného hmyzu. U Tenebrio molitor bylo cileno na gen 16S rRNA s velikosti
amplikonu 240 bp. U Zophobas morio bylo cileno na gen COI s velikosti amplikonu
120 bp. Primery pro TM nasedaly na templat nejlépe pii teploté 52,5 °C a 55 °C,
pfiCemZ Tramuta et al. (2018) uvadi optimum 55 °C. Stejné optimum uvadi i
pro primery pro ZM, které v praktické ¢asti této prace nasedaly na templat dobfe pii
vSech vyuzitych teplotach pii optimalizaci.

V nasledujicich PCR postupech byla vyuzita teplota denaturace 94 °C, teplota
annealingu 55 °C a teplota elongace 68 °C. U magnetické izolace s protokolem Solid
Animal Tissue byly vysledky PCR negativni, naslednou elektroforézou se nepovedlo
vizualizovat DNA na gelu. Lze tedy pfedpokladat, Ze cilové tiseky DNA nebyly
amplifikovany, a metoda izolace tak neni vhodna pro tento Ucel. U vzorkh DNA
1zolovanych protokolem Stool Sample byla 1 ptes neuspokojivé vysledky kvantifikace
na NanoDropu provedena PCR a gelova elektroforéza, kde byly vizualizovany slabé
viditelné fragmenty DNA o odpovidajicich velikostech 120 bp pro ZM a 240 bp

pro TM. K amplifikaci tedy doslo, ale nebyla tolik intenzivni. Porovnanim
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s protokolem Solid Animal Tissue vyslo najevo, Ze protokol Stool Sample je sice
pro tuto izolaci DNA vhodnéjsi, ale slaba vizualizace by nemohla byt vyuzita pii
dozoru nad dodrzovanim legislativy v potravinafstvi.

Metoda CTAB-PVP piedstavuje nadéjny postup pro izolaci DNA hmyzu
z potravin. PCR byla po optimalizaci annealingu a spravné reakéni smési uspéSna
ve vSech ptipadech, at’ uz se jednalo o vzorky peciva nebo instantni ryzové kase.
Gelovou elektroforézou se povedlo vizualizovat vyrazné fragmenty o odpovidajicich
velikostech pro oba druhy hmyzu. Testovanim volné prodejnych produkti lze
zamitnout vyuziti nepovoleného potemnika brazilského v konkrétnich potravinach,
a naopak potvrdit hypotézu této prace a spravnost udaji na obalu vyrobku, které

obsahuji larvy potemnika mouc¢ného.
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Z7.Aavér

V této bakalaiské praci se uspésné podatfilo optimalizovat ptfesnou a spolehlivou
metodu detekce potemnika moucného v potravindich. DNA byla izolovana
z usmrcenych larev potemnika, a dale z produktt, které larvy obsahovaly (bézné
pecivo, pernik, ryzova kase, cokolada). Specificita reakce byla testovana proti larvam
potemnika brazilského, ktery patii do stejné celedi Tenebrionidae.

Jako vhodnou metodu izolace DNA lze doporucit postup pomoci CTAB-PVP.
Izolovand DNA m¢éla vysokou koncentraci, byla ¢ista a vhodné pro pouziti na PCR.
Magnetickd extrakce DNA pomoci robotického izolatoru MagCore nedosahovala
uspokojivych vysledki. Protokolem Solid Animal Tissue se Vv praci nepodafilo
Na piistroji NanoDrop ale tato DNA vykazovala nizkou koncentraci a cistotu.
Pti nasledné PCR reakci amplifikace probéhla velice slabé.

PCR reakci byla ovéfena kvalita DNA. Byly pouzity primery podle Tramuta et al.
(2018), jejichz annealing byl optimalizovan na 55 °C. Déle byla provedena
optimalizace reak¢éni smési pro PCR. PCR produkty byly vizualizovany elektroforézou
na 2% agarozovém gelu. U vSech vzorkl izolovanych metodou CTAB-PVP se
podaftilo detekovat a potvrdit pfitomnost bud’ potemnika moucného nebo potemnika
brazilského podle konkrétniho vzorku. Otestovany byly 1 bézné proddvané produkty
s obsahem potemnika moué¢ného, u kterych byla vyvinutou metodou ovéfena
spravnost tidajii na obalech produktil. Zadné z téchto produktil neobsahovaly levngjsi,

ale v EU k lidské konzumaci neschvalené larvy potemnika brazilského.
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Seznam pouzitych zkratek

bp — base pair, bazovy par

CTAB — cetrimonium bromide, cetyltrimethylamoniumbromid

DNA — deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

dNTPs — deoxynucleosidtriphosphates, deoxynukleosidtrifosfaty

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid, kyselina ethylendiamintetraoctova

EU — The European Union, Evropska Unie

gDNA — genomic deoxyribonucleic acid, genomova deoxyribonukleova kyselina
IAA — isoamyl alcohol, isoamylalkohol

kbp — kilobase pairs, kilobazové pary

KC — kitupavi ervici

PAGE — polyacrylamide gel electrophoresis, polyakrylamidova gelova elektroforéza
PCR — polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

PVP — polyvinylpyrrolidone, polyvinylpyrrolidon

RNA — ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

SDS - sodium dodecyl sulfate, dodecylsiran sodny

TE — Tris-EDTA

TBE — Tris-borat-EDTA

UV — ultraviolet, ultrafialovy




