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ABSTRAKT

Cilem bakalafské prace je identifikace rostlinné DNA v komplexni matrici pomoci
molekularnich technik. Prace nejprve vychazi zreSerSe literarnich zdroji zaméfenych na
molekularni techniky identifikace DNA a pak se teoreticky zabyva metodami izolace a
charakterizace rostlinné DNA. Konkrétné se bude pracovat s DNA bortvky. V experimentalni
casti byla méfena Ctvetice komerénich produktl, ze kterych byla izolovana DNA a nasledné
byla podrobena PCR a HRM analyze.

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis is the identification of plant DNA in a complex matrix using
molecular techniques. The work first focuses on a search of literature sources concerned with
molecular techniques of DNA identification. Next, it deals theoretically with methods of
isolation and characterization of plant DNA. Specifically, we shall work with blueberry DNA.
In the experimental part, DNA from four commercial products was isolated and subsequently
subjected to PCR and HRM analysis.
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1 UVOD

Cela tada potravinafskych vyrobkt obsahuje ovocnou slozku. V reklamnich sdélenich pak
vyrobci argumentuji prospésnosti téchto slozek, jejich G¢inky na lidské zdravi. Pro bézného
spotfebitele je téméF nemozné odhalit, zda vyrobek obsahuje to, co je na etiketé vyrobku
deklarovano. Pravé moznosti zjisténi slozek potravinatskych vyrobkl vedlo autora této
bakalarské prace k spolupodileni se na projektu K analyze obsahu a stanoveni autenticity
potravin.

Cilem prace je identifikace rostlinné DNA v komplexni matrici pomoci molekularnich
technik. V praci bude nejprve provedenareSerSe literarnich zdroji zaméfenych na
molekularni techniky identifikace DNA. Poté se prace bude teoreticky zabyvat metodami
izolace a charakterizace rostlinné DNA, ze kterych vyjde konkrétni postup pro izolaci a
identifikaci. V laboratofi se bude identifikovat DNA pomoci metody PCR. Nasledné se
vyhodnoti vysledky pomoci identifika¢nich technik. Ovocnd slozka bude zkoumana v
redlnych vyrobcich, které jsou bézné dostupné v obchodni siti.

Rostlinou, ze které bude izolovana DNA, byla uréena bortivka. RozliSujeme dva hlavni typy
bortivek, a to boravka brusnice, taktéZz zvana evropska a bortvka chocholi¢nata neboli
kanadska. Rozdil mezi brusnici bortivkou a chocholi¢natou je nejen v ptivodu a mistech
vyskytu, ale také v obsahu anthokyanint. Brusnice boriivka ma anthokyaniny ve slupce, i
Vv duzing, tedy v celém plodu. Brusnice chocholi¢nata je ma pouze ve slupce, duZina je uz
neobsahuje.

Jsou tyto boriivky od sebe na zaklad¢ molekularnich technik odliSitelné? I na to se bude snazit
najit odpoveéd tato bakalaiska prace.



2 TEORETICKA CAST

V teoretické ¢asti prace bude definovana bortivka jako objekt vyzkumu. Dale bude definovana

rostlinnd bunka a zakladni metody izolace a detekce rostlinné DNA.

2.1 Brusnice boruvka

Brusnice bortivka (Vaccinium myrtillus), taktéz zvana evropska, je opadavy, ptizemni
rozlozity kefik, ktery je nepravidelné a fidce uspofadan. Dorlsta vétSinou patnact az Sedesat
centimetr, vyjimecné vice. Listy jsou vejcité eliptické, okrouhle vejCité nebo kopinaté
vejcité, s kratkymi fapiky zelené barvy, na podzim se obarvuji do Cervena. V uzlabi listl
vykvétaji kvéty. Koruna je kulovité bankovita, barva je bila pfes nazelenalou az do Cervena,
S kratkymi a nazpét ohnutymi cipy. Kvete od dubna do cervna. Plody jsou ¢ernomodré,
vyjimecné bélavé, vetsinou kulovitého tvaru. Roste od Evropy az po severni Asii. Brusnice
bortvka tvoti rozlehlé porosty v urCitych typech oblasti, jako jsou acidofilni jehli¢naté a
listnaté lesy, paseky, viesoviSté, pastviny a na pldach kyselych a zivinami chudych,
humoznich. U nas je rozsifena po celém uzemi, na horach se vyskytuje bézné, ale v teplych
oblastech uz méné. Je popsano velké mnozstvi odchylek hodnocenych jako formy nebo
variety, a to pfedevSim v oblasti vysky, tvara a velikosti listi a plodu. Plody, zvané boruvky,

se pouzivaji jak v kuchyni, tak v lidovém 1é¢itelstvi. [1], [2]

V bortivkach lze nalézt velké mnozstvi polyfenolickych slouéenin, flavonoidy, anthokyaniny,
fenolické kyseliny, taniny a ellagitaniny. To vSechno jsou latky, které mohou rusit PCR a

chceme je odstranit pii ¢isténi a izolaci DNA. [4]

2.2 Brusnice chocholi¢nata
Brusnice chocholi¢nata neboli kanadska bortivka (Vaccinium corymbosum) je opadavy ket se

vzpiimenym rustem. VétSinou dorlstd vysky 60-150 centimetrli, ale jsou i pfipady kdy
bortivkovy ket dorostl 2,5 metru. Listy jsou kratce fapikaté, vejCité nebo eliptické, na podzim
zbarvené do oranzova az do Sarlatové barvy. Kvéty byvaji bilé, obCas nacervenalé. Koruna je
bankovitd az vejcovitd. Kalich nabyvd modré barvy. Kvete v kvétnu. Plody jsou modré az
fialové, vétSinou kulovitého tvaru, a nabyvaji vétSich rozmérii nez plody brusnice bortvky.
Vyskytem brusnice chocholi¢naté jsou louky, raselinisté, ¢i vlhké lesy. Ma rada kyselé pudy.

Jak uz nazev napovida, pochazi z Kanady a je to nejpéstovanéjsi bortivka v Americe. [3]



Rozdil mezi brusnici bortivkou a chocholi¢natou je nejen v piivodu a mistech, kde se péstuji,
ale také ohledné anthokyanin®. Brusnice boriivka ma anthokyaniny ve slupce, i v duzing, tedy

Vv celém plodu. Brusnice chocholi¢nata je ma pouze ve slupce, duzina je uz neobsahuje. [5]

2.3 Rostlinna bunka

Rostlinna buiika je podtyp eukaryotické bunky. Rostlinnd bunka je tvofena protoplastem a
bunécnou sténou, jenz je na povrchu. Protoplast je vymezeny cytoplazmatickou membranou a
obsahuje jadro, bunééné organely, membrany, vakuoly a inkluze. Tyto celky jsou roztrousené

V cytosolu a popsany nize [15], [23].

2.3.1 Cytologie

2.3.1.1 Vakuola

Vakuoly vznikaji splyvanim lyzozomi. Nejrozmérnéj$i membranové organely, které nékdy
predstavuji vétSinu bunécného obsahu. Vakuoly drzi zasoby aminokyselin, polyfosfati a
draselnych iontti a n¢kdy jsou to mista rozkladu nékterych enzymu a bunéénych struktur [15],

[23].

2.3.1.2 Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmatickd membrana je slozend pievazné z lipidl a proteinii. Slouzi jako bariéra, ktera
brani tniku obsahu buiiky do okolniho prostfedi. Zaroven zajistuje prichod zivin do bunky a
vylu¢ovani odpadnich latek z buniky do okoli. Proto je cytoplazmatickda membrana prolnuta
vysoce selektivnimi pumpami a kanalky, tvofenymi molekulami proteint. Ostatni proteiny
V membrané pusobi jako c¢idla, diky nimZz muze bunka odpovidat na zmény V okolnim
prostfedi. Ma pozoruhodné mechanické vlastnosti, mize se deformovat, aniz by se trhala. Pti

prodéravéni se nezhrouti dovniti ani nezuistane potrhana, ale rychle se zaceli [15], [23].

2.3.1.3 Endoplazmatické retikulum
Endoplazmatické retikulum je soubor cisteren a vacku, které jsou ulozeny Casto okolo jadra

ve vnitini cytoplazmé. Retikulum syntentizuje proteiny a lipidy pro dalsi membranové

organely. Endoplazmatické retikulum je dvojiho typu [15], [23]:
- drsné, na jehoz povrchu pfisedaji ribozomy, na jejich povrSich probihd syntéza
membranovych proteind, uvnitf probiha syntéza vétSiny bunécnych lipida
- hladké, na které se ribozomy nevazou. Uvnitf probihaji rizné pifemény a

biosyntézy.



2.3.1.4 Golgiho aparat
Golgiho aparat navazuje funkéné a Casto i prostorové na endoplazmatické retikulum. Je to

soubor cisteren, ve kterych probihd uprava, tfidéni a baleni proteinti a lipida pro sekrece nebo

k predani jiné organele [15], [23].

2.3.1.5 Jadro

Kazda bunka, jez se mize d¢lit, obsahuje jadro. Jadro je skoro nezbytné pro dlouhodobé
prezivani bunék. Ma tfi hlavni Glohy, regulaci diferenciace a maturace buiky, potom replikaci
a prenos genetické informace do nové buiiky a posledni tillohou je syntéza informacni RNA,

transferové RNA a ribosomalni RNA a jejich transport do cytoplasmy [15], [23].

e Deoxyribonukleova kyselina

Je obecné oznacovana jako DNA (z anglického Deoxyribonucleic Acid). Je to molekula, nese
genetické pokyny pro vyvoj, fungovani, rist a reprodukci vSech znamych organismt a mnoha
virt. Nukleové kyseliny (DNA a RNA) jsou jedny ze Ctyi nezbytnych makromolekul pro

vSechny formy zivota [23].

Diky fosfore¢nanovym skupindm je DNA nabitd zaporn¢,a proto ma polarni charakter. Je tedy
rozpustna ve vod¢, a naopak v ethanolu se srazi. DNA je vétSinou slozena ze dvou vzajemné
komplementarnich fetézcu, které se v prostoru to¢i kolem sebe a tvoii dvojitou Sroubovici,
takzvany double helix, ktery se mulze denaturovat, rozplést pomoci zvySené teploty,
zasaditého prostiedi nebo nizké iontové sily. DNA mé absorpéni maximum v UV oblasti pfi

vlnové délce 260 n. m.

2.3.1.6 Mitochondrie

Mitochondrie jsou semiautonomnimi organelami, pfitomné témét ve vSech eukaryotickych
bunkach. Maji vlastni kruznicovou DNA, vlastni ribozomy a vyznacuji se vlastni

proteosyntézou, kterd se podoba proteosyntéze probihajici v bakteridlnich bunkach.

Maji hladkou vnéj$i membranu, kterd je dobie propustna pro polarni latky. Vnitini membrana
vytvaii mnoho vychlipenin, zvanych kristy a je velmi hojn¢ osazena enzymovymi komplexy
10



dychaciho fetézce, ATPazy i membranovymi pienaseci. Uvnitf je mitochondridlni matrix

obsahujici enzymy aerobnich metabolickych drah [15], [23].

2.3.1.7 Cytoplazma
Cytoplazma je roztok, ktery v buiice vypliuje prostor mezi organelami. Je to misto, kde

dochazi ke spousté chemickych reakei, které jsou stavebnim kamenem buniky. Dochéazi zde
k jednomu z klicovych d&ja v bunce — syntéze proteini. Tento proces probiha v ribozomech
[15], [23].

2.3.1.8 Bunécna sténa

Bunééna sténa je pevna struktura slozena z riznych polysacharidi v zavislosti na organismu.
Bunécna sténa rostlin je tvofena celulézovymi vldkny a amorfnimi hmotami, pektiny a
hemicelulézou. Ve zdievnatélych Castech je bunéénd sténa prostoupena ligninem. Bunécna
sténa rostlin zastdva né€kolik hlavnich funkci. Prvni z funkci je sklad makromolekularnich
latek. Druha funkce je tvorba ochranného obalu, ktery chrani rostlinu pred prostiedim a

rrrrrr

osmoéze a v posledni fadé zastava mechanickou strukturu v ramci celé rostliny [15], [23].

2.3.1.9 Chloroplasty

Vnéj$i membréana chloroplastii je podobné propustnd jako vnéj$i membrana mitochondrii.
Ptiléhajici vnitini membrdna uz ma propustnost specifickou. Vnitini membrana obklopuje
zékladni hmotu chloroplastli — stroma obsahujici enzymy, které katalyzuji reakce temnostni
faze fotosyntézy. Ve stromatu jsou uzavieny tylakoidy, ploché membranové vacky, v jejichz

membrandch jsou vestavény molekuly zodpovédné za zachyceni a vyuziti svételné energie

[15], [23].

2.4 lzolace a purifikace DNA
Prvnim krokem molekularnich metod zalozenych na analyze DNA je izolace a purifikace

DNA zbunék a jejich nésledné oddéleni od ostatnich bunéénych slozek. Kvalita
extraktovaného materialu ovliviiuje isp&nost nasledujicich postupii. Ukolem je dostat DNA
V nativnim stavu, v odpovidajici Cistoté a mnozstvi. Nejcastéji jsou vyuzivany tii principy

izolace DNA.

1. Extrakce na pevné fazi vyuziva toho, ze se DNA vaZe na oxid kifemicity.
Ptitomné chaotropni soli vroztoku DNA a oxidu kfemicitého naruSuji

vodikové vazby mezi vldkny DNA, a tim ulehcuji vazbu DNA na oxid
11



ktemicity. Zbytek roztoku je vymyt pomoci ethanolu, vcetné chaotropnich soli
a dalSich necistot. DNA byva nasledné eluovana z oxidu kfemicit¢ho vodnym

roztokem s nizkym obsahem soli [17], [16].

2.1zolace DNA pomoci ultracentrifugace probiha nejéastéji v roztoku chloridu
cesného, protoze jeho hustota je blizka hustoté¢ DNA. Pti vysokych otackach a
vysokém pietizeni dochazi k vytvoreni koncentraéniho gradientu, kdy nizsi
koncentrace je bliz k ose. DNA je poté rozdélena podle riznych parametrti.
Tezsi slozky budou klesat bliz ke dnu zkumavky a leh¢i naopak budou stoupat

nahoru [10].

3. Extrakce smési fenol-chloroform je vyuzivana pro odstranéni proteinti pomoci
smési fenolu a chloroformu, které se nemisi s vodou, a tim padem tvofi
s vodnym prostfedim dvé faze. Po promichani smési dochazi k denaturaci
bilkovin a jejich vysrdzeni. PouzZitim fenolu v zadsaditém pufru nukleové
kyseliny zdstavaji ve vodni fazi. Nasledné¢ se DNA vysoluje za pfitomnosti
vysoké koncentraci vhodné soli. Poté se DNA zroztoku srazi pomoci malo
polarni latky jako je ethanol nebo isopropanol. Vysrazenda DNA se promyva
70% ethanolem. Alkohol rozpusti zbytky bilkovin a soli. Po jeho odpafeni se
DNA opét rozpusti ve vodném roztoku, ktery vétSinou obsahuje EDTA,
inhibitor nukleaz a pufr Tris-HCL.

Razné metody se vyuzivaji pro riizné nasledné analyzy. Konkrétn¢ metoda PCR nevyzaduje
velka mnozstvi DNA ani vysokou integritu jejich molekul. Potfebuje byt zbavena moznych
inhibitord. Metody maji spoleéné nékteré kroky. Prvnim je homogenizace pouzitého
materialu, ktery by mél byt Cerstvy, zmrazeny nebo lyofylizovany, aby DNA nedegradovala
pomoci enzymi v bunééném extraktu. Nasledné je provadéna lyze bunék, pomoci detergentu,
chelata¢nich ¢inidel ¢i enzymu. Poté se DNA piecistuje od RNA a proteint, které mohou
DNA degradovat nebo se na ni vazat a od polysacharidi a fenolickych latek, které rusi UV-
VIS stanoveni koncentrace a inhibuji PCR. Nakonec se DNA ocistuje od zbylych slozek jako

jsou detergenty, soli, slozky lyza¢niho roztoku, poptipadé jinych necistot [9].

2.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA
Spektrofotometrie je dulezitd analytickd metoda, kterda se pouziva u biochemickych

experimentll zahrnujicich praci s DNA, RNA, proteiny a dal§imi latkami. Vzorky téchto

slozek nebyvaji ve velkém mnozstvi, a proto jsou vhodné pro tuto nedestruktivni techniku.

12



Spektrofotometrie funguje na principu, kdy méfi vlastnosti vzorku pomoci jeho pohlcovani
svétla v riznych vinovych délkach. Spektrofotometr porovnava absorbanci slepého vzorku se
vzorkem obsahujiciho barevnou slouCeninu, kterd vznikd obarvenim nebo reakci vzorku.

Pomoci standardiza¢ni k¥ivky je schopna uréit mnozstvi latky ve vzorku [12].

Hodnoty poméru neznecisténé DNA se pohybuji okolo 1,8-2. Hodnoty pod toto rozmezi znaci
nizkou koncentraci, zne€isténi proteiny nebo organickymi latkami jako je napiiklad fenol,

hodnoty nad toto rozmezi znaci znec¢isténi RNA [13].

2.6 Metody identifikace rostlinné DNA

2.6.1 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

PCR je metoda pouzivana k replikaci nukleovych kyselin. Podstatou PCR je cyklicky se
opakujici enzymova syntéza novych fetézcti vybranych tseki dvoutetézcové DNA ve sméru
5' — 3' prostiednictvim DNA-polymerazy. Usek nukleotidové posloupnosti je uréen
piipojenim dvou primerd, které se pfipojuji na opacné fetezce DNA tak, ze jejich 5'-konce
sméfuji od sebe. S DNA-polymerazou a nukleotidy se poté syntetizuji nové vlakna na obou
matricovych fetézcich. K syntéze se vyuziva termostabilni polymerazy odolavajici teplotam,

pii kterych DNA denaturuje. Pfi PCR se opakuji tii kroky [8]:
1. Denaturace dvouietézcovych molekul DNA
2. Piipojeni primerti k oddélenym fetézctim
3. Syntéza novych fetézcit DNA prostiednictvim DNA-polymerazy

Postupnym opakovanim téchto krokt se exponencialné (2", n = pocet cykld) vytvaii az
miliardy kopii vybraného cilového useku molekuly. Diky spravnému névrhli primera
docilime ptfesné a uspésné PCR pii amplifikaci. Vyslednym produktem PCR jsou amplikony
— useky DNA definované délky, jenZz se prokazuji elektroforézou v agarosovém nebo
polyakrylamidovém gelu. Reakéni smés pro PCR obsahuje nezbytné komponenty, kterymi

jsou:

1. Termostabilni polymerdza (taq polymerdza), coz je enzym katalyzujici

polymerizac¢ni reakci.

2. Hotecnaté kationty, ptisobici jako kofaktor enzymu DNA polymerazy, a jesté

ovliviluje schopnost tdni DNA.
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3. Deoxyribonukleotidy jako stavebni jednotky pro prodluzovani fetézce pomoci
polymerazy.

4. Primery, které pii spravném vybeéru zajist'uji selektivitu reakce.

5. Sondy, fluorescencné znacené primery nebo interkalacni barviva, které jsou

nezbytné u real-time PCR, aby bylo mozné sledovat prubéh reakce v realném

Case.

2.6.2 Kvantitativni polymerazova retézova reakce (real-time PCR)

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce je metodou zalozenou na principu konvencni
polymerédzové fetézové reakce, ale dokaze na rozdil od ni kvantifikovat mnozeny usek DNA
V realném cCase. Kazdd z metod kvantitativni polymerazové reakce vyzaduje né€jakou slozku

navic. Existuji tfi obecné metody detekce zalozené na [8]:
1. Fluorescencné znacenych primerech
2. Interkalacnim barvivu vazajicim se na DNA

3. Fluorescen¢né znacenych sondach vazajicich se na stiedni ¢ast amplifikovaného

produktu

Specifické molekuly fluoforti se pouzivaji pro znaCeni primerid a sond, které po absorpci
svétla urcité vinové délky emituji svétlo jiné vinové délky. Absorbovana délka je vzdy nizsi

nez vlnova délka emitovana.
K detekci produktt real-time PCR se muize pouzit fada technologii:

1. Pro kvantifikaci amplikonli se béZzné pouzivaji fluorescencni kyaninova bariva

SYBR GREEN

2. Dvojice fluorescencné znacenych sond vyuzivajici pfenos energie fluorescecni

rezonanci (FRET)

3. LUX, technologie vyuZivajici dva primery, z nichZ pouze jeden je flourescencné

znacen.
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2.6.3 VysokorozliSovaci analyza krivek tani (HRM)
HRM je metoda casto pouzivana k rozliSeni specifickych produkti PCR reakce od

nespecifickych, popfipad¢ specifickych od jinych specifickych. Mize byt pouzita jako
alternativa ke gelové elektroforéze. Provadi se na dvoufetézcovych usecich DNA. Se

zvysujici se teplotou dochazi k disociaci DNA.

Teplota tani (Tm) je hodnota, pii které je rozdéleno 50% DNA na jednotliva vldkna. Teplota
tani predevs§im zavisi na délce vldkna a na poc¢tu guaninu a cytosinu piitomného ve vldknech,
protoze baze cytosin a guanin jsou vazany tfemi vodikovymi mustky na rozdil od adeninu a

thyminu, které jsou vazany pouze dvéma vodikovymi mistky.

Ptedpokladem pro vysokorozliSovaci analyzu je pouZziti plné¢ saturatniho interkalacniho
barviva. Barviva, které plné obsazuje vSechna mista na vznikajicich dvojvlaknech. Pti analyze
je sniman pokles fluorescence pii tepelné disociaci dvouietézcové DNA, kdy je barvivo

uvolinovano. Teplota tani byva ziskavana z inflexniho bodu ktivky tani [7].

2.7 Dalsi metody identifikace PCR produkti

2.7.1 Elektroforéza
Elektroforéza je nejpouzivanéjsi separaéni technika pii izolaci a analyze nukleovych kyselin a

bilkovin. Pohyb nabitych molekul v elektrickém poli je principem elektroforetické separace.
Hlavnim nositelem néboje nukleovych kyselin jsou zaporn¢ nabité fosfatové skupiny, proto se

pohybuji v elektrickém poli k opa¢né nabité elektrodé — anod¢ [8].

Gelova elektroforéza byva velmi casto pouzivana pro separaci nukleovych kyselin.
Z praktickych diavoda se elektroforéza provadi ve vhodném nosici, tim byva obvykle gel.
Pouzivaji se pfevazné dva druhy gelii tvofené polyakrylamidem nebo agardzou, které
vytvafeji slozitou sitovou strukturu polymernich molekul s péry. Diky koncentraci polymeru
a slozeni roztoku miizeme ovlivnit velikost porii. Polyakrylamidové gely se pouzivaji pro
separaci menSich molekul 10 az 1000 bp, zatimco agarozové gely se vyuZivaji pro separaci
nukleovych kyselin o velikost od 100 bp az do 50 kb. Podle polohy gelu v elektroforetické

aparatufe rozliSujeme horizontalni a vertikalni gelovou elektroforézu.

Elektroforetickd rychlost je rychlost pohybu izolované DNA v gelu a je nepfimo zavislad na
logaritmu jejich velikosti. Nukleové kyseliny maji zaporny naboj rozlozeny tak, Ze na
jednotku délky je ta velikost naboje stejnd, proto pfi zjiStovani pohyblivosti DNA neni tfeba
brat v potaz velikost naboje. Diky tomu miiZeme porovnavat pohyblivost molekul o znamé

velikosti — standarty — s molekulami DNA o neznamé velikost a z toho urcit jejich velikost.
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Po skonceni elektroforézy je tfeba identifikovat polohy separovanych molekul, které nejsou
viditelné pouhym okem. Proto se zviditeliiuji vhodnym barvivem. Jako barvivo byval ¢asto
pouzivan ethidiumbromid, jehoz komplex s DNA po osvétleni UV svétlem cervené
fluoreskuje. Jako prouzky bude na gelu vidét DNA o stejné velikosti. Velikost zbarveni je
pfimo zavislda na koncentraci DNA. V dne$ni dobé se spi$ pouzivaji méné nebezpecna
barviva, jako jsou fluorescencni kyaninové barvivo naptiklad SYBRGREEN nebo se mohou

znacit molekuly DNA radioaktivné.

2.8 Soucasny stav reSené problematiky
Molekularni metody zalozené na identifikace DNA hraji stale vétsi roli pifi kontrole

bezpecnosti potravin a detekci falSovani potravin. Autenti¢nost potravin je v soucasné¢ dobé&
predmétem obav potravinovych organd, protoze nespravné oznacovani potravin muze
predstavovat obchodni podvod. Dusledek zavadéjiciho oznaCovani mize byt mnohem
vyrobki, zda spliuji pravni piedpisy, jsou pottebné specifické a citlivé analytické metody.
Bylo navrzeno nékolik metod zalozenych na PCR pro identifikaci druhti v potravinach
vzhledem k jejich vysoké specifi¢nosti a citlivosti, stejné jako kratké dobé zpracovani a
nizkych nakladd. Navic nedavné prace ukazuji, ze i HRM analyza je zajimavym piistupem.
Zahrnuje amplifikaci sledovaného cile v pfitomnosti saturacniho barviva PCR a nésledné
roztaveni amplikonti postupnym zvySovanim teploty. Protoze profil tdni zavisi na obsahu GC,
délce, posloupnosti a fetézcové komplementarité produktu, je analyza HRM velmi vhodna pro
detekci variant s jednou bazi a malych inzerci nebo deleci. Identifikace druhli se obvykle
provadi metodami zaloZenymi na proteinech nebo DNA. Kviili nestabilité¢ proteind,
proteinové metody, napt. Vysoce U€inna kapalinova chromatografie (HPLC), elektroforéza a
imunoanalytické techniky jsou pouZzitelné pouze pro syrové nebo mirné zpracované potraviny.
Naproti tomu vys$i stabilita nukleovych kyselin umoziuje aplikovat metody zaloZzené na

DNA na syrové i vysoce zpracovanych potravin. [18], [7]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material
3.1.1 Pouzité vzorky mléénych vyrobku s ovocnou sloZkou

3.1.1.1 Smetanovy jogurt boritvkovy (Pilos) — zkratka jog2
Vyrobce: Mlékarna Stiibro, S. . 0

Revolucni 845
349 01 Stiibro
Datum spotieby: 04/2020

Slozeni: Smetana, 30% bortvkova slozka (60% bortvkova dfen, cukr, pitnd voda,
zahustovadla: karubin, pektiny; aroma, barvici koncentrat z ¢erné mrkve), susené mléko,

jogurtova kultura.

3.1.1.2 AGRO-LA Jihocesky jogurt s piichuti — zkratka jogl
Vyrobce: AGRO-LA spol. s. r. o.

Jiraskovo piredmésti 630/111
377 01 Jindfichiiv hradec
Datum spotieby: 04/2020

SloZeni: nehomogenizované plnotu¢né mléko, ovocna slozka 13,5% (cukr, borivky 30%,

ptirodni aroma, koncentrat z mrkve a ibisku), suSené mléko, mlécné kultury

3.1.2 Pouzité vzorky détskych prikrmi

3.1.2.1 Kojeneckd vyZiva ovocnd piesnidavka s boriivkami (Hamdnek) — zkratka piesl

Vyrobce: Nutricia, a.s.
Na Hiebenech 11 1718/10

14000 Praha 4
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Datum spotieby: 04/2020

Slozeni: Jable¢na dien (45% hm.), voda, boriivkova dien (15% hm.), cukr, fruktozovy sirup
(fruktéza, dextréza, maltéza), zahustovadlo: kukuficny modifikovany Skrob, reguldtor

kyselosti: kyselina citronova, antioxidant: kyselina askorbova

3.1.2.2 Sterilovany ovocny piitkrm pro déti (Hami) — zkratka pies2
Vyrobce: Nutricia, a.s.

Na Hiebenech 11 1718/10
14000 Praha 4
Datum spotieby: 04/2020

SloZeni: Jable¢né pyré 64%, bortvkové pyré 20%, hruSkové pyré 14%, ryzova mouka,

kyselina askorbova (vitamin C)

3.2 Pristroje a pomiicky

e Laboratorni vahy

¢ Bunicita vata

e Lednice a mrazék k uchovani vzorkiit DNA
e Mikropipety

e Mikrovlnna trouba ETA

e Laboratorni sklo

e Centrifuga

e Minicentrifuga

e Mikrozkumavky Eppendorf
e Nanodrop

e Parafilm

e RotorGene 6000
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e LightCycler® Nano
e Zafizeni pro elektroforézu
e Minilnkubator

e Transiluminator

3.3 Chemikalie
e Agardza pro elektroforézu DNA

e NanasSeci pufr Yellow load

e FEthanol bezvody

e Komer¢ni kit pro izolaci DNA
e Destilovana voda

e Fluorescecni barvivo Gel red
e 0,5x TBE pufr

e D¢lkovy standard

3.4 Komponenty pro PCR
e PCR voda

e Syto-mastermix (smés nukleotid, PCR pufr s Mg+ ionty, Tag DNA polymeraza)
e Primery nespecifické — ITS2
e Primery specifické pro evropskou bortivku

e Primery specifické pro kanadskou boriivku

3.5 Pracovni postupy

3.5.1 lzolace DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci komer¢niho setu podle jeho navodu.
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Do 1,5 ml eppendorfky bylo odvazeno 0,2 g sklenénych homogenizujicich kulicek, 0,05 g
vzorku plodu borivky a odméfeno 450 pl lyza¢niho pufru P1. Poté byl vzorek
homogenizovan pomoci sklenénych kulicek a kopisku.

Nasledné bylo pridano 50 ul pufru P2, roztok se zvortexoval a za obCasného michani nechal
inkubovat 10 minut pii teploté¢ 70 °C. Poté se roztok centrifugoval pii 10 000 rcf, pti
laboratorni teploté 3 minuty.

Supernatant se ptevedl do Cisté 1,5ml eppendorfky. K supernatantu bylo ptidano 175 ul pufru
P3, opét byl roztok vortexovan a nésledné inkubovan pfi teploté -4 °C okolo 4 minut. Roztok
byl centrifugovan, pii stejnych podminkach jako predtim.

Do nové 2ml eppendorfky bylo pievedeno az 500 ul supernatantu a bylo k nému pi#idano 500
ul pufru P4, smés byla zvortexovana a lehce zcentrifugovana, aby roztok nezistal na sténach.

K roztoku bylo knému ptidano 500 pl pufru P5, smés byla zvortexovana a lehce
zcentrifugovana, aby roztok nezistal na sténach.

Nasledné se 750 ul supernatantu ptfevedlo do spin filtru. Eppendortka se spin filtrem se
nechala centrifugovat pii 10 000 rcf a laboratorni teplot¢ 1 minutu. Poté byla odstfedéna
kapalina vylita a proces s dalsimi 750 ul supernatantu se opakoval.

Spin filtr se pfenesel do nové 2 ml eppendorfky. Bylo pfidano 500 pl pufru P6 a
centrifugovano za predchozich podminek. Poté, co byla kapalina odstranéna byl spinfiltr
vracen do eppendorfky.

Bylo ptidano 500 ul pufru P7 a proces se opakoval, jako u pufru P6.

Nasledné bylo ptidano 250 pl pufru P8. Proces se opakoval jako u pufru P7 a P6. Poté byl
spin filtr pfenesen do nové eppendorfky a podminky centrifugace byly zvySeny na 12 000 rcf,
po dobu 2 minut.

Takto ziskany roztok DNA byl v eppendorfce s vickem uchovavan pii teploté -20 °C.

3.5.2 Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA spektrofotometricky

Koncentrace a Cistota byla méfena na pfistroji Nanodrop pomoci absorbance DNA oproti
¢istému pufru €.8 z izolaéniho kitu. Absorbance byla métfena pti vinovém spektru od 220nm
do 320 nm.

Z absorbance pii vinové délce 260 nm byla zjiSténa koncentrace DNA. Z pomé&ru absorbance
pii vlnovych délkach 260 a 280 nm (Az60 nm/A280 nm ) byla stanovena Cistota DNA. Hodnota
poméru by méla byt okolo 1,8 az 2,0. [11]

353 PCR

PCR slozky byly rozmraZeny, vortexovany a lehce zcentrifugovany. Nasledné byla pfipravena
smés o objemu 24 pl., viz Tabulka ¢. 1. Smeés pro PCR. Poté byl ptidan 1 ul DNA na celkovy
objem 25 pl smési. Stejnym zplsobem byla pfipravena negativni i pozitivni kontrola. U
negativni kontroly byla misto DNA pouzita PCR voda. Pro DNA u pozitivni kontroly u
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nespecifickych primeri byla pouzita DNA maliny, jiz diive potvrzena. Poté pii pouziti
specifickych primerti a DNA izolované z komer¢nich produktl byla pouzita DNA z jiz diive
izolovanych a potvrzenych bortvek.

Tabulka 1 Smeés pro PCR

Slozka Objem [pl]
PCR voda 9,5
Syto-mastermix 12,5
Primer R 1,0

Primer F 1,0

Soudet 24,0

3.5.3.1 PCR primery

K pfipravé PCR smési byly vyuzity tyto primery, nespecifické ITS2 [20], [24], poté
specifické pro kanadskou boravku BHLH 001, 003, 015 [21], VcCXIP4 a VCGADPH [22].
Pro evropskou borivku to byly tyto: Sc Vmy, Vc Ful [19], Vc GADPH, Vm Drebl a Vm
Dreb12. Jejich sekvence krom¢ primertt Vm Drebl a Vm Dreb12 nalezneme v tabulce ¢. 2, 3
ad.

Primery Vm Drebl a Vm Drebl12 byly nové navrzeny pani Ing. Lenkou Fialovou. Velikost
PCR produkti byla zjisténa pomoci softwaru Primer-BLAST.

Tabulka 2 Nespecifické primery ITS2

Primery Sekvence primeru Velikost PCR produkti
ITS2-F GCTGCGTTCTTCATCGATGC | 26 bp
ITS2-R TGTGTTCTTCATCGATG

Tabulka 3 Specifické primery pro kanadskou boriivku

Primery Sekvence primeri Velikost PCR produktii
VcBHLHO001-F AACCAATCCCTGAAGAACAGAAT 232 bp
VcBHLHO001-R TTCCCATAAACTTGATTAGAGCC
VcBHLHO003-F AAATGGATTTGCTGTTATGGGTG 226 bp
VcBHLHO003-R GGAATCATTAGGGAAACTGGGTA
VcBHLHO015-F GAGCTTATGGAAAAAGTCAA 133 bp
VcBHLHO015-R TGAACTTTGGTGAATTCCTCAC

VcGAPDH-F CATCCACTCTATCACCGCAACAC 138 bp
VcGAPDH-R GCAGGCAACACCTTACCAACAG

VcCXIP4-F ATGCCGGCCACAGCAGGTAG 966 bp
VcCXIP4-R GTAATCTTCTTCACGATGACGGTGC
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Tabulka 4 Specifické primery pro evropskou boriivku

Primery Sekvence primeru Velikost PCR
VVcGAPDH-F CATCCACTCTATCACCGCAACAC 138 bp

VcGAPDH-R GCAGGCAACACCTTACCAACAG

VcCXIP4-F ATGCCGGCCACAGCAGGTAG 966 bp

VcCXIP4-R GTAATCTTCTTCACGATGACGGTGC

VcFULF AGTTCATCCACCTTGGTCTTAC 395 bp

VcFULR GTCCACTTCGCGTACAATCT

3.5.3.2 Teplotni profil PCR
Teplotni programy byly pouzity v zavislosti na pouzitych primerech. Pro 1TS2 program

nalezneme v tabulce ¢.5 Teplotni profil pro primery ITS2. Pro kanadské primery byly pouzity

dva programy, a to pro primery BHLH 001,003 a 015 nalezneme v tabulce ¢.6 Teplotni profil
pro primery BHLH 001,003 a 015 a pro VcCXIP4 a VcGADPH nalezneme v tabulce ¢.7 —

Teplotni profil pro primery VcCXIP4 a VcGAPDH. Pro evropské primery Vc Ful, Vm

Dreb12, Ve GADPH, Vm Drebl a Sc Vmy byl pouzit jeden program a ten je zapsan v tabulce
¢. 8. - Teplotni profil pro primery VcFul, Vim DREB12, Vim DREBI, Sc Vmy a Vc GADPH.

Tabulka 5: Teplotni profil pro primery ITS2

Krok Teplota (°C) Cas (min)

Prodlouzena 95 5 35X
Denaturace 95 0,5 cykli
Hybridizace 56-61 0,5

Polymerace 72 0,5

Dosyntetizovani | 72 5

Tabulka 6 Teplotni profil pro primery BHLH 001,003 a 015

Krok Teplota (°C) Cas (min)

Prodlouzena 95 5 40x
Denaturace 95 05 cyklii
Hybridizace 55 0,5

Polymerace 72 0,5

Dosyntetizovani | 72 5

Tabulka 7 Teplotni profil pro primery VcCXIP4 a VcGAPDH
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Krok Teplota (°C) Cas (min)

Prodlouzena 94 3 35x
Denaturace 94 1 cykli
Hybridizace 55 1

Polymerace 72 2

Dosyntetizovani | 72 10

Tabulka 8 Teplotni profil pro primery VcFul, Vm DREB12, Vm DREB1, Sc Vmy a Vc GADPH

Krok Teplota (°C) Cas (min)

Prodlouzena 94 5 35x
Denaturace 94 0,67 cyklt
Hybridizace 62 0,67

Polymerace 72 0,67

Dosyntetizovani | 72 5

3.5.3.3 Pouiité PCR primery

Pro potvrzeni DNA z boruvky byly nejprve vyuzity nespecifické primery ITS2. Poté byla
rozliSovana bortivka kanadskd a evropska a v zavislosti na tom byly pouzity dal$i primery.
Pro kanadskou to byly primery BHLH 001,003,015, Vc GADPH a VcCXIP4. Pro evropskou
to byly V¢ Ful, Vm Dreb12, Vc GADPH, Vm Drebl a Sc Vmy.

3.5.4 Gelova elektroforéza PCR produkti

Byl ptipraven 1,2 % agarézovy gel. Jako fluorescenéni barvivo byla pouzita barva gel red
v poméru 1:10000.

Rozmrazené vzorky byly smichany s nanasecim pufrem v poméru 1:6, pufr k DNA. Do malé
vani¢ky se aplikovalo 15 ul vzorku s pufrem a do velké 10 pl. Délkového standardu bylo vzdy
pouzito 5 pl.

Bylo pouzito napéti 80 V po dobu 120 minut.

Nasledné byl gel umistén na transiluminator a vyfocen v UV svétle.

3.55 HRM analyza

K HRM analyze byl pouzit pfistroj LightCycler® Nano. Byly analyzovany produkty realtime
PCR DNA izolované z komercnich produkti programem MyGo Pro. Krok analyzy ¢inil 0,01
°C a velikost redukce Sumu byla 0,3.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA spektrofotometricky

Absorbance vSech vzorki DNA izolovanych z komer¢nich produktd i zbortvek byla

stanovena spektrofotometricky pomoci piistroje Nanodrop v rozsahu vinovych délek 220nm

az 320nm. Vysledky jsou zapsany Vv tabulkach ¢. 9-14.

Tabulka 9 DNA borivky evropské stanovend spektrofotometricky

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
Koncentrace [ng-pl™] | 3,4 2 2,9
A260nm 0,068 0,04 0,059
A280nm 0,04 0,03 0,029
Az60nm/Azgonm 1,68 1,35 2,04
Az60nm/A230nm 0,34 0,28 0,39

Tabulka 10: DNA boruvky kanadské stanovend spektrofotometricky

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3
Koncentrace [ng-pl™] [2,3 2,3 0,5
Az60nm 0,046 0,047 0,011
A280nm 0,018 0,025 -0,005
Az60nm/A280nm 2,48 1,87 -2,27
Az60nm/A230nm 0,5 0,71 1,03

Tabulka 11: DNA boruvky z jogurtu 1 stanovend spektrofotometricky

Jogl Vzorek 1
Koncentrace [ng-pl?] | 0,7
Az60nm 0,015
Azg0nm -0,001
A260nm/A280nm -16,75
A260nm/A230nm 0,55
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Tabulka 12: DNA boruvky z jogurtu 2 stanovend spektrofotometricky

Jog2 Vzorek 1
Koncentrace [ng-pul™] | 1,9
A260nm 0,037
A280nm 0,014
Az60nm/Azgonm 2,69
Az60nm/A230nm 0,66

Tabulka 13: DNA boruvky z presnidavky 1 stanovend spektrofotometricky

Presl Vzorek 1
Koncentrace [ng-pl™] | 3,2
A26Onm 0,65
A280nm 0,042
A260nm/A280nm 1,55
A260nm/A23Onm 0,35

Tabulka 14: DNA boruvky z presnidavky 2 stanovend spektrofotometricky

Pies2 Vzorek 1
Koncentrace [ng-pl™][1,1
A260nm 0,022
A280nm 0,007
Az60nm/A2gonm 3,05
Az60nm/A230nm 0,35

Pomoci spektrofotometrie byla dok4zéna pfitomnost DNA.

4.2 Dokazani pritomnosti borivéi DNA pomoci metody real-time PCR a gelové

elektroforézy

Ptitomnost izolované boruv¢i DNA z borivky kanadské byla zjisténa pomoci real-time PCR

pomoci rostlinnych univerzalnich primerti ITS2. Nésledn€ byla provedena kontrola pomoci

gelové elektroforézy.
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dF/dT
ey

55 60 65 70 75 80 85 90 95
t(°C)

Pozitivni kontrola Malina Vzorek 1

Negativni kontrola

Vzorek 2 Vzorek 3

Obrdzek 1 Graf teplot tani real-time PCR s primery ITS2

L2 8 e 5 s s s ST EOR L ESTT L S

Obrazek 2 Gelova elektroforéza realtime PCR s primery ITS2 S DNA kanadské boriivky
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Tabulka 15 Osnova vzorkit DNA kanadské borivky v agarozovém gelu na obrazku ¢. 2

Pozice 2 Vzorek €.1

Pozice 3 Vzorek ¢.2

Pozice 4 Vzorek ¢.3

Pozice 6 Pozitivni kontrola
Pozice 8 Negativni kontrola
Pozice 10 DNA standart

Pomoci gelové elektroforézy a real-time PCR byla dokazana ptitomnost rostlinné DNA.

4.3 Dokazani vyskytu DNA boriivek pomoci metody real-time PCR a gelové
elektroforézy
Kontrolni boriivéi DNA izolovana z boriivek byla zjisténa pomoci real-time PCR pomoci

specifickych primert, konkrétné primery pro evropskou a kanadskou boruvku (viz Kapitola

4.5 Pracovni postupy). Nasledné byla provedena kontrola pomoci gelové elektroforézy.

dF/dT

95

—(XNK =—CX1 X2 X3

—— GADNK=—GAD1 =—GAD2 —GAD3

Obrazek 3 Graf teplot tani real-time PCR s primery specifickymi pro kanadskou borivku s DNA
kanadske boriivky
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Obrazek 4 Gelova elektroforéza realtime PCR s primery specifickymi pro kanadskou borivku s DNA

kanadské borivky

Tabulka 16 Osnova vzorkit v agarozovém gelu na obrazku 4

Pozice 2 Negativni kontrola VcGADPH
Pozice 3 VCcGADPH A

Pozice 4 VcGADPH B

Pozice 5 VCcGADPH C

Pozice 7 Délkovy standart

Pozice 9 Negativni kontrola VcCXIP4
Pozice 10 VcCXIP4 A

Pozice 11 VcCXIP4 B

Pozice 12 VcCXIP4 C
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10

dF/dT

0
55 60 65 70 75 80 85 90 95
t(°C)
—— NKBHLH 001 A BHLH 001 B BHLH 001 CBHLH 001
——— NK BHLH 003 —— A BHLH 003 — B BHLH 003 — CBHLH 003
— NKBHLH 015 —— A BHLH 015 —BBHLH 015 — CBHLH 015

Obrdzek 5: Graf teplot tani real-time PCR s primery specifickymi pro kanadskou bortivku s DNA
kanadské borivky

12023004 506 7880081011 12 13:14 1516171819202 22:23.24 25:26:27:28 29 30 31

Obrazek 6 Gelova elektroforéza realtime PCR s primery specifickymi pro kanadskou borivku s DNA
kanadskeé boriivky
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Tabulka 17 Osnova vzorkit v agarozovém gelu na obrazku 6

Pozice 2 Negativni kontrola BHLH 001
Pozice 3 BHLH 001 A
Pozice 4 BHLH 001 B
Pozice 5 BHLH 001 C
Pozice 7 Negativni kontrola BHLH 0015
Pozice 8 BHLH 0015 A
Pozice 9 BHLH 0015 B
Pozice 10 BHLH 0015 C
Pozice 12 Negativni kontrola BHLH 003
Pozice 13 BHLH 003 A
Pozice 14 BHLH 003 B
Pozice 15 BHLH 003 C
Pozice 17 DNA standart
4

3
=
= 2
=
1
0
5 . 60 0 75 85 90 95
Negativni Kontrola DEEBl - DNA —EvrBor — D%EBl—l
DREB1-2 t(°C) DREB1-3
Negativni Kontrola GADGH — GADGH-1
— GADGH-2 — GADGH-3
Negativni Kontrola Sc Vym —Sc Vym-1
—_—S5c Vym-2 —_—S5c Vym-3
Negativni Kontrola Vc Ful Ve Ful-1
Ve Ful-2 Ve Ful-3
Negativni Kontrola DREB12 DREB12-1
— DREB12-2 - DREB12-3

Obrazek T Graf teplot tani real-time PCR s primery specifickymi pro evropskou borivku s DNA

evropské borivky
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Obrdzek 8 Gelova elektroforéza realtime PCR s primery specifickymi pro evropskou boriivku s DNA

evropskée boriivky

Tabulka 18 Osnova vzorkit v agarozovém gelu na obrdazku 8

Pozice 14 Negativni kontrola Vcful
Pozice 11 Vcful A

Pozice 12 Vcful B

Pozice 13 Vcful C

Pozice 19 Negativni kontrola ScVmyl
Pozice 16 ScvVmyl A

Pozice 17 Scvmyl B

Pozice 18 ScvVmyl C

Pozice 21 DNA standart

Pozice 26 Negativni kontrola Drebl
Pozice 23 Drebl A

Pozice 24 Drebl B

Pozice 25 Drebl C

Pozice 31 Negativni kontrola GADPH
Pozice 28 GADPH A

Pozice 29 GADPH B

Pozice 30 GADPH C

Pozice 36 Negativni kontrola Dreb12
Pozice 33 Dreb12 A
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Pozice 34 Drebl12 B
Pozice 35 Dreb12 C
6
5
4
'_
=
= 3
2
1
0
55 60 65 70 75 80 85 90 95
t(°c)
—_—NK 015 =—PK015 =—1BHLHO015 2BHLHO015 =—3BHLHO15

Obrazek 9 Graf teplot tani real-time PCR s primery specifickymi pro kanadskou borivku s DNA
evropské boriivky
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Obrazek 10 Gelova elektroforéza realtime PCR s primery specifickymi pro kanadskou boriivku s DNA

evropske boriivky

Tabulka 19 Osnova vzorkii v agarozovém gelu na obrazku 10

Pozice 29 Negativni kontrola Dreb12
Pozice 28 Pozitivni kontrola Dreb12
Pozice 25 Dreb12 A

Pozice 26 Dreb12 B

Pozice 27 Dreb12 C

Pozice 23 DNA standart

Pozice 21 Negativni kontrola GADPH
Pozice 20 Pozitivni kontrola GADPH
Pozice 17 GADPH A

Pozice 18 GADPH B

Pozice 19 GADPH C

Pozice 15 Negativni kontrola BHLH 0015
Pozice 14 Pozitivni kontrola BHLH 0015
Pozice 11 BHLH 0015 A

Pozice 12 BHLH 0015 B

Pozice 13 BHLH 0015 C
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4.4 Dokazani vyskytu DNA boriivek izolovanych z komer¢nich produkti
pomoci metody real-time PCR a nasledna HRM analyza pro detailnéjsi
vysledky

Bortv¢ci DNA izolovana z komerénich produktd byla zjisténa pomoci real-time PCR pomoci

specifickych primerd.

Nasledné byla provedena HRM analyza ke zjistény piresnéjsich rozdili teplot tani produktt
real-time PCR DNA izolované z evropské a kanadské boruvky a produktt real-time PCR

DNA izolované z komer¢nich produkta.

Tabulka 20 Teploty tdini PCR produktii

Vzorek DNA Teploty tani (°C)
Evropska bortivka 1 83,31
Evropska bortivka 2 83,3
Evropska bortivka 3 83,35
Negativni kontrola 84,22
Kanadska bortivka 1 83,01
Kanadské boruvka 2 83,3
Kanadska boruvka 3 83,32
11
9
7
=

—_—NK 1 e N K2 Jogl-1 Jog1-2 Jogl-3 =—=PKEVR1
—PK EVR2 Jog2-1 Jog2-2 Jog2-3 == PKKAN] = PK KAN2
Presl-1 Presl-2 Pres1-3 Pres2-1 Pres2-2 Pres2-3

Obrazek 11 Graf teplot tani real-time PCR s primery BHLHO15 s DNA izolovanych z komercnich
produktii
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Tabulka 21 Teploty tani PCR produktii komercnich vyrobkii 1

Vzorek DNA Teploty tani (°C)
Jogurt 1-1 83,42
Jogurt 1-2 83,33
Jogurt 1-3 83,55
Pozitivni kontrola evropska bortvka 1 83,21
Pozitivni kontrola evropska bortivka 2 83,13
Jogurt 2-1 84,37
Jogurt 2-2 83,20
Jogurt 2-3 82,43
Piesnidavka 1-1 83,00
Piesnidavka 1-2 82,48
Ptesnidavka 1-3 83,22
Pozitivni kontrola kanadska bortivka 1 83,31
Pozitivni kontrola kanadska bortvka 2 83,48
Piesnidavka 2-1 83,03
Piesnidavka 2-2 83,08
Pfesnidavka 2-3 83,05
Negativni kontrola 83,28
Negativni kontrola 83,57
5 DISKUZE

5.1 Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA spektrofotometricky

Absorbance vSech vzorki DNA izolovanych zkomerénich produkti i zbortivek byla
stanovena spektrofotometricky pomoci pfistroje Nanodrop v rozsahu vinovych délek 220nm
az 320nm. Hodnota poméru absorbanci Azeonm/Azsonm ¢inila 1,68 pro vzorek 1, 1,35 pro vzorek 2
a 2,04 pro vzorek 3 pro DNA izolovanou z bortvky evropské. Hodnoty poméru neznecisténé DNA se
pohybuji okolo 1,8-2, hodnoty pod toto rozmezi zna¢i nizkou koncentraci, zne€isténi proteiny nebo
organickymi latkami jako je napiiklad fenol. Hodnoty nad toto rozmezi znaci znecisténi RNA.
Hodnoty 1,68 a 1,35 znaci u vzorku 1 a 2 znecisténi, které mohlo byt zplisobeno proteiny, ale
predevs§im fenolickymi latkami, kterych je v bortivkach obsazené velké mmnozstvi. Vzorek 3
S hodnotou 2,04 mohl byt znecistén RNA. Rozdilna znecisténi mohla byt zptisobena izolovanim DNA
z riznych &asti bortivky. Koncentrace DNA vzorku 1 byla 3,4 ng-ul™, vzorku 2 byla 2 ng-ul?,
vzorku 3 byla 2,9 ng-ul™. Pro pozdg&jsi porovnani s komerénimi produkty byl pouzit vzorek 3.

Hodnota poméru absorbanci A2eonm/Azsonm Cinila 2,48 pro vzorek 1, 1,87 pro vzorek 2 a -2,27
pro vzorek 3 pro DNA izolovanou z borivky evropské. Hodnoty poméru neznecisténé DNA
se pohybuji okolo 1,8-2, hodnoty pod toto rozmezi zna¢i nizkou koncentraci, znecisténi
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proteiny nebo organickymi latkami jako je napfiklad fenol, hodnoty nad toto rozmezi znaci
znecisténi RNA. Hodnota 2,48 u vzorku 1 znaci, ze vzorek 1 byl znecistén RNA. Hodnota -
2,27 u vzorku 2 indikuje nizkou koncentraci DNA. Hodnota 1,87 nalezi do rozmezi ukazujici,
7ze DNA nebyla znecisténa proteiny, RNA nebo fenolickymi latkami. Rozdilna znecisténi
mohla byt zpisobena izolovanim DNA z riiznych ¢asti bortivky. Koncentrace DNA vzorku 1
byla 2,3 ng-ul?, vzorku 2 byla 2,3 ng-pl, vzorku 3 byla 0,5 ng-ul™t. Pro pozdgjsi porovnani
s komercnimi produkty byl pouzit vzorek 2.

Hodnota poméru absorbanci Azeonm/Azsonm Cinila -16,75 pro vzorek Jogl a 2,69 pro vzorek
Jog2 pro DNA izolovanou z komeré¢nich produkti. Hodnoty poméru neznecisténé DNA se
pohybuji okolo 1,8-2, hodnoty pod toto rozmezi znaci nizkou koncentraci, znecisténi proteiny
nebo organickymi latkami jako je naptiklad fenol, hodnoty nad toto rozmezi znaci znecisténi
RNA. Hodnota -16,75 u vzorku Jogl indikuje nizkou koncentraci DNA. To mohlo byt
zpusobeno Spatnym odebranim vzorku nebo malym mnoZstvim DNA v komerénim produktu.
Hodnota 2,69 u vzorku Jog2 znaci znecisténi RNA. Koncentrace DNA vzorku Jogl byla 0,7
ng-ul? a vzorku Jog2 byla 1,9 ng-ul™.

Hodnota poméru absorbanci Azsonm/Azgonm Cinila 1,55 pro vzorek Piesl a 3,05 pro vzorek
Ptes2 pro DNA izolovanou z komer¢nich produkti. Hodnoty poméru neznecisténé DNA se
pohybuji okolo 1,8-2, hodnoty pod toto rozmezi znaci nizkou koncentraci, zneCiSténi proteiny
nebo organickymi latkami jako je naptiklad fenol, hodnoty nad toto rozmezi znaci znecisténi
RNA. Hodnota 1,55 u vzorku Pfesl zna¢i znecisténi proteiny. To mohlo byt zplisobeno
Spatnym odebranim vzorku nebo nedostate¢nym odstranénim zneéisténi. Hodnota 3,05 u
vzorku Pies2 zna¢i znecisténi RNA. Koncentrace DNA vzorku Pfesl byla 3,2 ng-pl? a
vzorku Pfes2 byla 1,1 ng-ul™.

5.2 Real-time pcr izolované DNA z bortivky kanadské

DNA izolovana z kanadské bortivky byla amplifikovana nespecifickymi primery pro rostliny
ITS2. Real-time PCR byla méfena spektrofotometricky v zavislosti na teploté tani a poté byl
PCR produkt zkontrolovan gelovou elektroforézou. Byla pouzita DNA izolovana z maliny
jako pozitivni kontrola. Negativni kontrola je ¢ista a zbylé vzorky maji jasny pruh v jedné
rovin€. Tim bylo prok4zéano, Ze izolovana DNA je rostlinného ptivodu.

DNA izolovana z kanadské borlivky byla amplifikovana specifickymi primery pro kanadskou
bortvku BHLH 001, 003, 015, VCcGADPH a VcCXIP4. PCR produkt byl zkontrolovan
gelovou elektroforézou. Negativni kontrola byla u vSech vzorku ¢ista. U vzorku s primery V¢
GADPH nebyly na gelu nalezeny zadné PCR produkty v misté ocekavani, pouze velké
mnozstvi dimeri. U vzorku VcCXIP4 byla vidét slaba amplifikace DNA a velké mnozstvi
dimert. Vzorky s primery BHLH 001,003,015 se amplifikovaly daleko 1épe. Nejlépe z nich
vySly vzorky s primery BHLH 003, které byly dale pouzity pro identifikace DNA izolované
Z komer¢nich produkti.
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5.3 Real-time pcr izolované DNA z bortvky evropské

DNA izolovana z evropské bortivky byla amplifikovana specifickymi primery pro evropskou
bortvku V¢ Ful, Vm Dreb12, Vc GADPH, Vm Drebl a Sc Vmy. Real-time PCR byla méfena
spektrofotometricky v zavislosti na teploté tani a poté byl PCR produkt zkontrolovan gelovou
elektroforézou. Negativni kontrola byla u vSech vzorkt ¢ista. Kazdy ze vzorkt obsahoval vice
¢i mén¢ dimerti a zadny vzorkl nebyl amplifikovan dostate¢né, aby jeho primer mohl byt
pouzit u komer¢nich produktii. Proto byly pouzity kanadské primery a dva ptivodni evropské
primery — pro ovéfeni predchoziho pokusu — na DNA izolovanou z evropské bortuvky.

DNA izolovana z evropské bortivky byla amplifikovdna specifickymi primery pro kanadskou
bortivku BHLH 015 a specifickymi primery pro evropskou bortivku Vm Dreb12, Vc GADPH.
Real-time PCR byla méfena spektrofotometricky v zavislosti na teploté tani a poté byl PCR
produkt zkontrolovan gelovou elektroforézou. Negativni kontrola byla u vSech vzorki ¢ista.
U vzorku s primery Vm Dreb12 a Vc GADPH nebyly na gelu nalezeny zadné pcr produkty
V misté¢ ocekavani, pouze velké mnozstvi dimerd. Rozmazini vzorkii na gelu mohlo byt
zpusobeno $patnym nastavenim elektroforézy. VVzorek s primery BHLH 015 vysel nejlépe pro
DNA bortvky izolované z bortivky kanadskeé 1 evropské.

5.4 Real-time pcr izolované DNA z komeré¢nich produktu

DNA izolovana zkomercnich produkti byla amplifikovana specifickymi primery pro
kanadskou borivku BHLH 015 a 003. Real-time PCR byla méiena spektrofotometricky
v zavislosti na teploté. Jedna negativni kontrola byla Ccista, druhd negativni kontrola
vykazovala zndmky kontaminace. Pro zptfesnéni vysledki byly vzorky podrobeny HRM
analyze.

5.5 HRM analyza:

Nejprve byly HRM analyze podrobeny vzorky DNA izolované z bortivky kanadské a boravky
evropské. Z vysledka vyplyva, Ze HRM analyza neni jednozna¢né schopna odlisit jeden druh
bortivky od druhé.

Nésledné¢ byly HRM analyze podrobeny vzorky DNA izolované z komercnich produkti.
Vzorky tplné neodpovidaji prvni analyze, nebot’ ob& pozitivni kontroly maji odlisné teploty
tani a mohlo by se zdat, Ze se oba druhy daji od sebe odlisit. Chyba mohla nastat u
predchazejici real-time PCR, coz mohlo byt zpisobeno nedostatenou koncentraci DNA,
nebot’ samotné komer¢ni produkty obsahovaly nizky podil bortv¢i slozky. Také to mohly
zavinit kontaminanty, pfedev$im bilkoviny, protoze vzorky DNA byly izolované
Z komer¢nich produktli obsahujici mlécnou slozku. K ovétfeni a zptesnéni dat by bylo tifeba
analyzu opakovat.
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6 ZAVER:

Jak jiz bylo zminéno v uvodni casti prace je nesnadné pro tadového spotiebitele zjistit
autenticitu ovocné slozky v komerénich produktech. Cilem prace bylo identifikovat rostlinou
DNA v komplexni matrici pomoci molekularnich technik. Z reSer$i bylo zjisténo, Ze
V posledni dob¢ se klade velky diraz na bezpecnost a detekci falSovani potravin. Kdy ke
zajisténi téchto Ukonl se pouzivaji citlivé analytické metody, jako je PCR nebo HRM
analyza.

V experimentalni ¢asti byla méfena ¢tverice komerénich produktd, ze kterych byla izolovana
DNA a nasledné byla podrobena PCR a HRM analyze.

K HRM analyze byl pouzit pfistroj LightCycler® Nano. Byly analyzovany produkty realtime
PCR DNA izolované z komer¢nich produktti programem MyGo Pro. Krok analyzy ¢inil 0,01
°C a velikost redukce Sumu byla 0,3.

Z vysledkl vyplyvé, ze HRM analyza neni jednoznacné schopna odlisit jeden druh bortvky
od druhé. Vysledky druhé analyzy Upln€ neodpovidaji prvni analyze, nebot’ ob¢ pozitivni
kontroly maji odlisné teploty tani. Mohlo by se dojit k zavéru, Ze se oba druhy bortvek daji
od sebe odlisit. Chyba mohla nastat v disledku piedchazejici real-time PCR. To mohla zavinit
nedostatetna koncentrace DNA Vv komerénich produktech. Mohly to také zpusobit
kontaminanty, pfedevsim bilkoviny, protoze vzorky DNA byly izolované z komercnich
produkti obsahujici mlé¢nou slozku. K ovéfeni a zpiesnéni dat by bylo tifeba analyzu
opakovat.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PCR
HRM
HPLC
DNA
RNA
EDTA
bp

kb

TBE
UV-VIS

Polymerase chain reaction — Polymerazova fetézova reakce
High resolution melting — VysokorozliSovaci analyza kiivek tani
Vysokoué¢inna kapalinova chromatografie

Deoxyribonukleova kyselina

Ribonukleova kyselina

kyselina ethylendiamintetraoctova

part bazi

kilo part bazi

Tris-borat-EDTA

Ultrafialovo-viditelné spektrum
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