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ABSTRAKT 

V práci byla ovČĜována mikrometoda izolace rostlinné DNA z vybraných druhĤ 
zeleniny (cibule, brokolice) a potravinových výrobkĤ v kvalitČ vhodné pro konvenční 
polymerázovou ĜetČzovou reakci (PCR). Mikrometoda umožĖuje izolaci DNA pomocí 
magnetických nosičĤ z hrubých lyzátĤ bunČk, získaných pĜímou homogenizací rostlinných 
tkání. Byly porovnávány rĤzné zpĤsoby zpracování homogenátĤ. Homogenizace probíhala 
v lyzačním pufru s obsahem cetyltrimetylamoniumbromidu (CTAB). Byl testován vliv 
organických extrakčních činidel chloroform-oktanolu a isopropanolu. Z homogenátĤ byla 

DNA purifikována reverzibilní adsorpcí na magnetické částice. Byly testovány celkem čtyĜi 
rĤzné typy magnetických částic. U izolovaných DNA bylo provedeno spektrofotometrické 
stanovení koncentrace a čistoty. Amplifikovatelnost DNA byla ovČĜena pomocí polymerázové 
ĜetČzové reakce (PCR). Byly použity dvČ sady specifických primerĤ pro rostlinnou 

ribosomální DNA (rDNA).  Produkty PCR dlouhé 700 a 220 bp byly detegovány agarózovou 
gelovou elektroforézou. Byly prokázány rozdíly ve výtČžku a kvalitČ DNA v závislosti 
na zpĤsobu zpracování homogenátĤ a použitých magnetických nosičích. Navržený postup 
s dvČma nosiči byl testován pro izolaci DNA z potravinových výrobkĤ obsahujících rostlinný 
materiál (rostlinné pomazánky). DNA se amplifikovala v PCR. Mikrometoda je vhodná 

pro DNA analýzu potravin.  

ABSTRACT 

In thesis was verified micromethod for isolation of plant DNA from different 

vegetable (onion and broccoli) and plant food products in quality for application in 

polymerase chain reaction (PCR). The micromethod allows isolation DNA using magnetic 

particles from crude lysates of cells obtained by direct homogenization of plant tissues. 

Various methods of processing homogenates were compared. Homogenization was performed 

by lysis buffer containing cetyltrimethylammonium bromide (CTAB). The effect of the 

organic extraction agents was tested (chloroform-octanol and isopropanol). DNA was purified 

from homogenates by reversible adsorption on magnetic particles (four different types of 

magnetic particles were tested). The quality of isolated DNA was verified by UV 

spectrophotometry. The amplificabilty of DNA was tested by polymerase chain reaction 

(PCR). Specific primers for plant ribosomal DNA (rDNA) were used. PCR products of lenght 

700 and 220 bp were detected by agarose gel electrophoresis. Differences in yield and quality 

of DNA were depended on the homogenate processing and magnetic particles used. The 

proposed procedure with two magnetic particles was tested for the isolation DNA from plan 

food products (spreads). DNA was amplified in PCR. Micromethod is suitable for DNA 

analysis of foods.  



4 

 

KLÍČOVÁ SLOVA 

Izolace rostlinné DNA, potravinové výrobky, mikrometoda, magnetické částice, PCR 

KEYWORDS 

Isolation of plant DNA, food products, micromethod, magnetic particles, PCR 



5 

 

RÁČKOVÁ, L. Využití magnetických nano- a mikro částic při izolaci DNA z vybraných 
druhů potravin. Brno: Vysoké učení technické v BrnČ, Fakulta chemická, 2017. 82 s. Vedoucí 
diplomové práce RNDr. Aleš KovaĜík, CSc. 

PROHLÁŠENÍ 

Prohlašuji, že jsem diplomovou práci vypracovala samostatnČ a že všechny použité 
literární zdroje jsem správnČ a úplnČ citovala. Diplomová práce je z hlediska obsahu 
majetkem Fakulty chemické VUT v BrnČ a mĤže být využita ke komerčním účelĤm jen se 
souhlasem vedoucího diplomové práce a dČkana FCH VUT. 

……………………………. 

podpis studenta 

PODċKOVÁNÍ 

Ráda bych podČkovala vedoucímu diplomové práce panu RNDr. Aleši KovaĜíkovi, 
CSc. a své konzultantce paní doc. RNDr. AlenČ Španové CSc. za odborné vedení, pĜipomínky 
a čas, který mi vČnovala. 



6 

 

OBSAH 

1 Úvod ...................................................................................................................... 10 

2 Teoretická část ..................................................................................................... 11 

2.1 Autenticita potravin ........................................................................................ 11 

2.1.1 Detekce druhĤ rostlin ................................................................................ 11 

2.1.2 Detekce zvíĜecí druhĤ v masných výrobcích ............................................ 12 

2.2 Izolace rostlinné DNA .................................................................................... 12 

2.3 Magnetické nosiče .......................................................................................... 13 

2.3.1 Historie magnetických nosičĤ ................................................................... 13 

2.3.2 Vlastnosti .................................................................................................. 14 

2.3.3 Funkcionalizace ........................................................................................ 15 

2.3.4 PĜíprava hydrofilních neporézních magnetických nosčĤ .......................... 15 

2.3.5 Využití a výhody této techniky ................................................................. 16 

2.3.6 Izolace DNA pomocí magnetických částic ............................................... 16 

2.4 Stanovení kvality DNA a výtČžkĤ .................................................................. 16 

2.4.1 Gelová Elektroforéza ................................................................................ 17 

2.4.1.1 Vizualizace gelu ................................................................................. 17 

2.4.2 Spektrofotometrické stanovení nukleových kyselin ................................. 18 

2.4.3 Polymerázová ĜetČzová reakce.................................................................. 18 

2.4.3.1 Princip ................................................................................................ 18 

2.4.3.2 Komponenty pro PCR ........................................................................ 19 

2.4.4 PCR inhibitory .......................................................................................... 20 

2.4.5 PCR v reálném čase .................................................................................. 21 

3 Cíl práce ................................................................................................................ 22 

4 Experimentální část ............................................................................................. 23 

4.1 Materiál ........................................................................................................... 23 

4.2 Chemikálie ...................................................................................................... 23 

4.2.1 Magnetické nosiče .................................................................................... 24 

4.2.2 Komponenty pro PCR ............................................................................... 24 

4.3 PĜístroje a pomĤcky ........................................................................................ 25 

4.4 Roztoky ........................................................................................................... 25 

4.4.1 Roztoky pro izolaci a purifikaci rostlinné DNA ....................................... 26 

4.4.2 Roztoky pro agarózovou gelovou elektroforézu a vizualizaci DNA ........ 26 



7 

 

4.5 Metody ............................................................................................................ 27 

4.5.1 Zpracování vzorkĤ zeleniny...................................................................... 27 

4.5.2 Lýze bunČk ................................................................................................ 27 

4.5.2.1 BČžná homogenizace s lyzačním pufrem s CTAB (1) ....................... 27 

4.5.2.2 PĜídavek chloroform-oktanolu (2) ..................................................... 27 

4.5.2.3 PĜídavek isopropanolu (3) .................................................................. 27 

4.5.3 Izolace DNA magnetickými částicemi ..................................................... 28 

4.5.4 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA ..................... 28 

4.5.5 Srážení DNA ethanolem ........................................................................... 28 

4.5.6 Testování zakoncentrování DNA pomocí nosiče ..................................... 29 

4.5.7 Amplifikace DNA metodou PCR ............................................................. 29 

4.5.7.1 PĜíprava smČsi pro PCR ..................................................................... 29 

4.5.7.2 Provedení PCR ................................................................................... 30 

4.5.7.3 Agarózová gelová elektroforéza DNA a produktĤ PCR .................... 30 

5 Výsledky ................................................................................................................ 31 

5.1 PĜíprava rostlinného materiálu pro analýzu .................................................... 31 

5.1.1 Homogenizace .......................................................................................... 31 

5.2 Izolace rostlinné DNA magnetickým nosičem P(HEMA-co-GMA) ............. 32 

5.2.1 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA ..................... 32 

5.2.2 OvČĜení kvality izolované DNA metodou PCR ........................................ 34 

5.2.2.1 PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev .................................................... 34 

5.2.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev ..................................................... 36 

5.2.3 OvČĜení intaktnosti DNA .......................................................................... 37 

5.3 Testování DNA po dlouhodobém uchovávání ............................................... 37 

5.3.1 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA ..................... 38 

5.3.2 OvČĜení kvality DNA metodou PCR ........................................................ 39 

5.3.2.1 PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev .................................................... 39 

5.3.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev ..................................................... 41 

5.4 Izolace rostlinné DNA z rĤžičky brokolice magnetickými nosiči .................. 42 

5.4.1 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA ..................... 42 

5.4.2 OvČĜení kvality izolované DNA metodou PCR ........................................ 44 

5.4.2.1 PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev .................................................... 45 

5.4.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev ..................................................... 46 



8 

 

5.5 Izolace rostlinné DNA z bulvy cibule magnetickými nosiči .......................... 47 

5.5.1 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA ..................... 47 

5.5.2 OvČĜení kvality izolované DNA metodou PCR ........................................ 49 

5.5.2.1 PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev .................................................... 50 

5.5.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev ..................................................... 51 

5.6 Izolace rostlinné DNA z cibulové natČ magnetickými nosiči ........................ 52 

5.6.1 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA ..................... 52 

5.6.2 OvČĜení kvality izolované DNA metodou PCR ........................................ 54 

5.6.2.1 PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev .................................................... 54 

5.6.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev ..................................................... 55 

5.7 Izolace rostlinné DNA z potravinových výrobkĤ ........................................... 55 

5.7.1 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA ..................... 56 

5.7.2 OvČĜení kvality izolované DNA metodou PCR ........................................ 58 

5.7.2.1 PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev .................................................... 59 

5.7.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev ..................................................... 61 

5.8 OvČĜení intaktnosti DNA ................................................................................ 63 

5.8.1 Izolace DNA magnetickým nosičem P(HEMA-co-GMA) ....................... 63 

5.8.2 S využitím rĤzných druhĤ nosičĤ ............................................................. 63 

5.8.2.1 Gelová elektroforéza .......................................................................... 65 

5.9 Testování rĤzných množství DNA v separačních smČsích s 8% PEG ........... 66 

6 Diskuze .................................................................................................................. 67 

6.1 PĜíprava rostlinného materiálu pro analýzu .................................................... 67 

6.2 Izolace rostlinné DNA magnetickým nosičem P(HEMA-co-GMA) ............. 67 

6.3 Testování DNA po dlouhodobém uchovávání ............................................... 68 

6.4 Izolace rostlinné DNA z rĤžičky brokolice magnetickými nosiči .................. 68 

6.5 Izolace rostlinné DNA z bulvy cibule magnetickými nosiči .......................... 69 

6.6 Izolace rostlinné DNA z cibulové natČ magnetickými nosiči ........................ 69 

6.7 Izolace rostlinné DNA z potravinových výrobkĤ ........................................... 70 

6.8 OvČĜení intaktnosti DNA ................................................................................ 70 

6.9 Testování rĤzných množství DNA v separačních smČsích s 8% PEG ........... 71 

7 ZávČr ..................................................................................................................... 72 

8 Seznam použitých zdrojĤ .................................................................................... 73 

9 Seznam použitých zkratek .................................................................................. 80 



9 

 

10 PĜílohy ................................................................................................................... 81 

  



10 

 

1 ÚVOD 

V současné dobČ je aktuální problematika autenticity potravin. Potraviny se falšují od 
doby, kdy začaly být vyrábČny za účelem prodeje, tudíž jsou motivovány ekonomickými 
zisky. NejčastČji dochází k falšování drahých potravin (lihovin, vín, koĜení) nebo 
velkoobjemovČ prodávaných potravin (mléčné a masné výrobky, oleje a ovocné šťávy) [1]. 

Proto je kontrolováno pĜedevším pĜesné složení potravin (obsah cukru, tuku, vlhkost apod.) 

tedy kvalita, a bezpečnost potravin, tj. kontrola cizorodých látek (aditiv, reziduí pesticidĤ atd.) 
a mikrobiologických požadavkĤ. Jedním ze zpĤsobĤ analýzy falšování jsou metody založené 
na analýze DNA, které se používají k detekci určitých druhĤ nebo k detekci geneticky 

modifikovaných organismĤ v potravinách. MolekulárnČ diagnostické metody patĜí mezi 
rychlé, citlivé a specifické moderní techniky a jejím hlavním cílem je objevení 
nedeklarovaných složek v potravinách. Mezi nejznámČjší metody analýzy se Ĝadí 
polymerázová ĜetČzová reakce (PCR) a metody na ní založené. Tato metoda je založená 

na amplifikaci cílových specifických sekvencí DNA. Základním pĜedpokladem použití PCR 
je izolace DNA v kvalitČ vhodné pro PCR. 

 

Izolace rostlinné DNA bývá komplikovaná, z dĤvodu obsahu celé Ĝady rĤzných 
metabolitĤ, jako jsou polyfenoly, polysacharidy či proteiny, které mĤžou inhibovat 
v polymerázové ĜetČzové reakci (PCR). Izolace DNA pomocí magnetických částic, jejichž 
principem je adsorpce DNA na povrch magnetických částic, je moderním a rychlým 
zpĤsobem.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Autenticita potravin 

BČhem posledních deseti let roste poptávka po pĜesných a spolehlivých metodách pro 
identifikaci složek v potravinách. Za falšování mĤžeme považovat nesprávné označení 
potraviny, nedostatek informací o dané potravinČ, náhradu suroviny levnČjší složkou, umČlé 
zlepšování vlastností potravin či nepravdivé označení pĤvodu potraviny [1, 2]. Konzumace 

produktĤ, které obsahují nedeklarované složky, mohou zpĤsobit otravu nebo problémy napĜ. 
alergie [3]. Je dĤležité, aby všechny suroviny pĜi zpracování potravin splĖovaly požadované 
normy naĜízené legislativou. Kontrola obvykle začíná u dodavatelĤ potravináĜských surovin, 
následuje kontrola vyrobených výrobkĤ a končí kontrolou u prodejcĤ [2, 4]. Cílem tČchto 
studií je zabránČní potravinových podvodĤ, které jsou nežádoucí pro spotĜebitele, kontrolní 
orgány, ale i pro prodejce. Mezi nejznámČjší analytické metody zabývající se touto 
problematikou patĜí hmotnostní spektrometrie, chromatografické metody, spektroskopické 
metody a metody založené na analýze DNA [5]. 

DNA je v porovnání s jinými molekulami, jako je RNA, proteiny či sekundární 
metabolity, mnohem odolnČjší k prĤmyslovému zpracování, napĜ. pĜi vysokých teplotách 

a extrémním pH [6]. Čerstvé potraviny bez tepelného zpracování lze úspČšnČ analyzovat 
s použitím mnoha typĤ analytických nebo molekulárních analýz. Mnoho potravin je tepelnČ 
upraveno, a proto je izolace DNA v takových vzorcích z dĤvodu fragmentované DNA 

obtížnČjší [2]. Fragment DNA o malé velikosti, za pĜedpokladu náhodného rozložení 
poškozených míst, má vČtší šanci být beze zmČny, a tedy být amplifikovatelný. Zpracované 
výrobky mají obvykle nižší obsah vody, než čerstvé produkty. Dále je pravdČpodobný vyšší 
výskyt koncentrace sekundárních metabolitĤ, a to bez ohledu na zpracování [6]. 

2.1.1 Detekce druhĤ rostlin 

Rostliny jsou základem lidské stravy a je možné je využívat v syrovém i zpracovaném 
stavu. Dále se používají jako krmivo pro zvíĜata, pro výrobu vláken, biopaliva, léčiva 

či parfémy [6]. 

Detekce botanického pĤvodu potravin vyžaduje izolaci DNA bez inhibitorĤ, 
v dostatečném množství a kvalitČ. Extrakce DNA z potravináĜských výrobkĤ má nČkolik 
problémĤ a omezení z dĤvodĤ obsahu velké škály sloučenin, včetnČ sacharidĤ, tukĤ 

a chemických látek. Tyto látky často zpĤsobují inhibici PCR, což mĤže vést k nesprávným 
výsledkĤm. NejčastČjší postup izolace DNA se provádí pomocí lyzačního pufru s CTAB 

nebo pomocí fenol chloroformové extrakce [2].  

V současnosti je také vČnována velká pozornost detekci geneticky modifikovaných 
organismĤ, které jsou již v ĜadČ zemí povoleny. Jedná se o sóju, kukuĜici, bavlnu, Ĝepku atd. 
Tyto rostliny (plodiny) mohou obsahovat geny, napĜ. zabezpečující rezistenci vĤči hmyzu, 

toleranci k herbicidĤm či abiotickým stresĤm. Dle legislativy EU musí být tyto produkty 
ĜádnČ označeny. Pro testování GMO je velice vhodnou metodou PCR v reálném čase [7]. 
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Pokud je výrobek uvádČn bez GMO nesmí pĜekračovat limit 0,9 % náhodnČ kontaminujících 
GMO variet, které jsou povoleny v EU [8]. Vzhledem k tomu, že budoucí generace produktĤ 
GMO budou mít více než jeden vložený gen, je nutné najít vhodnou metodu ke stanovení, zda 
je materiál nad nebo pod prahovou hodnotou [7]. 

Pomocí metod založených na analýze DNA lze také detegovat alergeny pocházející 
nejen z rostlinných druhĤ. Dle legislativy EU je nezbytné uvádČt seznam alergenĤ na každé 
potravinČ. Použití kvantitativní konkurenční PCR s primery specifickými pro chloroplast trnL 

genu umožĖuje detegovat pšenici, ječmen a žito do bezlepkových potravin pro celiaky [2, 9]. 

Analýza DNA umožĖuje stanovení i kvantitativním zpĤsobem i v pĜípadech, je-li jídlo 

z jednoho druhu nebo odrĤdy smícháno s materiálem z jiných, levnČjších druhĤ nebo odrĤd 

[6]. 

2.1.2 Detekce zvíĜecí druhĤ v masných výrobcích 

Techniky na bázi DNA se ukázaly být účinné i pĜi identifikaci a kvantifikaci DNA 

nacházející se v široké škále mas a ryb, a to zejména proto, že umožĖují rozpoznat každý druh 
jako jedinečný díky použití druhovČ specifických primerĤ, které se vážou k daným 
sekvencím. Další možností je použití univerzálních primerĤ, které se váží na konvenční 
sekvence všech pĜítomných živočišných druhĤ ve vzorku mase. Po amplifikaci je nezbytné 
výsledné fragmenty DNA analyzovat postupy pro pĜesné určení pĜítomných druhĤ, pomocí 
polymorfismu délky restrikčních fragmentĤ (RFLP) nebo štČpením restrikčními 
endonukleázami. Tyto výsledky je ale nutné interpretovat obezĜetnČ vzhledem k jejich 

rĤznorodému obsahu tukĤ a tkání [6, 9]. 

2.2 Izolace rostlinné DNA 

Izolace nukleové kyseliny je nezbytnou operací pĜed biochemickými a diagnostickými 
postupy a zahrnuje 3 hlavní kroky: odstranČní bunČčné stČny nebo membrány, separaci DNA 

od všech jiných bunČčných složek (nečistot a metabolických látek) a udržování integrity DNA 
v prĤbČhu separace (tj. ochrana proti nukleázám a mechanickému poškození stĜíhem) [10, 11]. 

Mezi hlavní sloučeniny (kontaminanty), které mají nepĜíznivý vliv na izolaci rostlinné DNA, 

patĜí polysacharidy, RNA, proteiny, polyfenoly, tĜísloviny, silice, pektiny a alkaloidy. Volba 

nejvhodnČjšího postupu pro izolaci DNA není triviální, protože každý vzorek má odlišné 
fyzikální a chemické vlastnosti [6, 11].  

Správná manipulace a skladování rostlinné tkánČ, jsou základními prvky pro úspČšnou 
izolaci rostlinné DNA. NejvhodnČjší pro izolaci DNA je čerstvý rostlinný materiál, často je 

ale nutné použít vzorek zmražený. Je nutné dbát na to, aby nedocházelo ani ke krátkodobému 
rozmrazení, protože zmrazováním vzorku dochází k rozrušování rostlinné tkánČ, a tedy 
k degradaci DNA. Nukleázová aktivita zĤstává zachována. Zmrazený vzorek lze skladovat pĜi 
-18 °C pro krátkou úschovu nebo pĜi -80 °C v kapalném dusíku pro dlouhodobČjší 
uchovávání. Vzorky uložené ve formČ lyofilizované tkánČ jsou mnohem lepší volbou, protože 
mohou být skladovány po dobu nČkolika let s malou ztrátou kvality DNA [11, 12]. 
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U nČkterých rostlin napĜ. dĜevin s houževnatými listy bývá rozrušení bunČčné stČny 
komplikované, z dĤvodu pĜítomnosti rigidního polysacharidu. Je nutno použití mechanických 
operací, jako je broušení či mletí. Správná homogenizace je nezbytná pro snížení viskozity 

u vzorkĤ s vysokou molekulovou hmotností sacharidĤ [11]. 

NejčastČjší postup izolace DNA se provádí pomocí lyzačního pufru s CTAB 

nebo pomocí fenol chloroformové extrakce. Použití fenolu pro oddČlení bunČčných molekul 
a nečistot z DNA je nebezpečné kvĤli jeho toxicitČ a pracné. Vhodným Ĝešením pĜi 
odstraĖování kontaminantĤ mĤže být použití komerčnČ dostupných extrakčních kitĤ, které 
poskytují velmi dobré kvalitativní i kvantitativní výsledky. Extrakční kity mají dobrou 
reprodukovatelnost a jsou rychlé. Jejich hlavní nevýhodou jsou vyšší náklady na analýzu 

[1, 13]. NČkteré kity jsou vyrobeny pro omezenou velikost vzorku (20 až 200 mg) [7]. Použití 
lyzačního pufru s cetyl triethyl amonium bromidem (CTAB) poskytuje rychlou a spolehlivou 

extrakci DNA z rostlin bohatých na polysacharidy a sekundární metabolity, které snižují 
výtČžek pĜi extrakci DNA. PĜítomnost polysacharidĤ ve vzorcích DNA se vyznačuje tvorbou 
vysoce viskózního roztoku, a mĤže inhibovat enzymatickou aktivitu Taq polymerázy 

a enzymovou aktivitu restriktáz. Polyfenoly (flavonoidy, terpeny, taniny) kovalentnČ vázané 
na DNA lze rozpoznat na základČ hnČdého zbarvení, které vzniklo díky oxidované formČ 

[11, 13]. Základní extrakční pufr s CTAB obsahuje CTAB, NaCl, EDTA, Tris-HCl [7]. 

PĜi izolaci pomocí CTAB bylo ovČĜeno, že pĜídavek čerstvého antioxidantu 

-merkaptoethanolu k lyzačnímu pufru úspČšnČ odstraĖuje polyfenoly. Použití vysoké 
koncentrace NaCl napomáhá odstranit polysacharidy [11, 13, 14]. Následné použití pevného, 
ve vodČ rozpustného polymeru s vysokou molekulovou hmotností 
polyvinylpyrrolidonu  (PVP), slouží k odstranČní fenolĤ, chloroform-oktanol v pomČru 24:1 
je výhodný pro deproteinaci, odstranČní chlorofylu, pigmentĤ i barviv, isopropanol se používá 
k zakoncentrování DNA [13, 14]. RNA lze odstranit srážením chloridem lithným 

nebo štČpením RNázou A. Proteiny se odstraĖují za použití chemikálii napĜ. SDS, 

dithiothreitolu (DTT), proteinázy K či -merkaptoethanolu [11]. 

Finální koncentraci izolované DNA je možno zvýšit snížením objemu elučního 
roztoku [6]. Výsledky jsou ovlivĖovány výbČrem extrakční metody pĜi izolaci, 
vyhodnocovací technikou DNA a PCR. Velkou roli hraje délka amplikonĤ, počet cyklĤ 

a pĜítomnost inhibitorĤ PCR. Detekci a kvantifikaci také ovlivĖuje množství DNA použité 
v PCR [15]. Lze konstatovat, že je nutný vývoj standardizovaných protokolĤ a pracovních 
postupĤ. 

2.3 Magnetické nosiče 

2.3.1 Historie magnetických nosičĤ  

Adsorpce na magnetické nosiče je dĤležitou operací v bioseparacích a čištČní DNA. 

Magnetické částice byly poprvé v biotechnologii použity v roce 1973 k imobilizaci enzymĤ 

P. J. Robinsonem. Ten ve své práci popsal použití magnetických nosičĤ oxidu železitého 
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pokrytého oxidem kĜemičitým nebo celulózou k imobilizaci dvou enzymĤ α-chymotrypsinu 

a ȕ-galaktosidázy, pro využití v bioreaktorech [16].  

2.3.2 Vlastnosti 

Magnetické nosiče se skládají z magnetického jádra, jehož prĤmČr je menší než 30 nm 

a polymerní vrstvy [17]. Schématický popis magnetických nosičĤ znázorĖuje Obrázek 1 [18]. 

Magnetické jádro je tvoĜeno materiály na bázi magnetických oxidĤ železa - magnetit 

Fe3O4 (FeOFe2O3) a maghemit Ȗ-Fe2O3. Z dĤvodu navázání biologicky aktivních látek 

na nosič, se povrch jader pokrývá biokompatibilními polymery [19]. MĤže se jednat jak 

o pĜírodní sloučeniny - polyethylenimin, oxid kĜemičitý, kyselinu laurovou, kyselinu 

alginovou, tak o syntetické látky – polyethylenglykol (PEG) nebo polystyren (PS) [20,21]. 

Magnetické částice používané pĜi purifikaci DNA mají superparamagnetické vlastnosti, tzn., 
že vykazují magnetické vlastnosti pouze v pĜítomnosti vnČjšího magnetického pole. Obvykle 
nemají žádný zbytkový magnetismus, a tedy bez pĜítomnosti vnČjšího magnetického pole se 
částice neshlukují. Magnetické částice se ze vzorku odstraĖují pomocí magnetického 
separátoru [16]. Konvenční adsorbenty mají prĤmČr v rozmezí od sub-mikronĤ do mikronĤ, 
a vyznačují se velkou vnitĜní porézností, aby zajistily dostatečnou povrchovou plochu pro 
adsorpci. Omezení difúze v porézních částicích vede ke snížení adsorpční míry a volných míst 
pro navázání proteinĤ. Velice užitečné jsou adsorbenty s vysokou kapacitou a malým 
difúzním odporem pro adsorpci biomolekul. V poslední dobČ se adsorpcím pomocí 
neporézních nanočástic zvyšuje pozornost, protože mají velmi malou velikost, velkou stabilitu 

a kapacitu vázat více adsorbátu na jejich povrchu. Magnetické částice mohou být snadno 

izolovány, a to i v pĜítomnosti koloidních nečistot [10]. 

Magnetické částice vykazují superparamagnetismus, když je velikost částic menší než 
30 nm. Uvedené částice proto nemají zbytkový magnetismus. Byly zjištČny rozdíly pĜi 
separaci po imobilizaci rĤzných funkčních skupin na povrch magnetických částic, které se 

provádí nejen za účelem lepšího výtČžku ale i z dĤvodu zabránČní agregace [10].  

 

Obrázek 1:Schématické znázornČní magnetického nosiče. Upraveno dle [18]. 



15 

 

2.3.3 Funkcionalizace 

Funkcionalizované magnetické mikročástice či nanočástice slouží jako nosiče léčiv, 
hormonĤ, bunČk, enzymĤ, nukleových kyselin, protilátek, proteinĤ, peptidĤ a diagnostických 
látek. Reakce biomolekul s magnetickými částicemi jsou závislé na jejich funkcionalizaci. 
Používá se kovalentní imobilizace [22]. NejvyužívanČjší funkční skupiny (ligandy), které 
zajišťují reaktivitu s požadovaným analytem, jsou uvedeny v Tabulce 1 [18].  

Tabulka  1: PĜehled funkčních skupin. PĜevzato z [18] 

Funkční 
skupina 

Vzorec Vlastnosti Cílové biomolekuly 

amino 

-NH2 PozitivnČ nabité. 
Tvorba amidové vazby s -COOH. 

proteiny, nukleové 

kyseliny 
-NHR 

-NR2 

karboxylová -COOH 

NegativnČ nabité. 
Tvorba amidové vazby s -NH2 a esterové 

s -OH. 

proteiny 

aldehydová -CHO Tvorba imidové vazby s -NH2. proteiny 

thiolová -SH 
Tvorba disulfidických mĤstkĤ (-S-S-) s 

dalšími -SH skupinami. 

proteiny obsahující 
cystin 

2.3.4 PĜíprava hydrofilních neporézních magnetických nosčĤ 

 Syntéza magnetických částic není univerzální, ale vČtšina magnetických nosičĤ je 
komerčnČ dostupná. Na Obrázku 2 jsou zobrazeny magnetické částice P(HEMA-co-GMA) - 

poly(hydroxyethylmethakrylát-co-glycidylmethakrylát), které byly pĜipraveny disperzní 
kopolymerizací polymerĤ HEMA a GMA ve smČsi 
toluen-2-methylpropan-1-ol stabilizované acetát-butyrát celulosy (CAB). Reakce byla 
iniciována dibenzoylperoxidem (BPO) v pĜítomnosti magnetitu (Fe3O4) a kyselina olejové 
[23].  

 

Obrázek 2: Elektronový mikrosnímek magnetických částic P(HEMA-co-GMA) [24] 



16 

 

2.3.5 Využití a výhody této techniky 

Magnetické částice nachází v současné dobČ uplatnČní v mnoha vČdních oborech, jako 

jsou biotechnologie, biochemie, biologie a taky lékaĜství [25]. Separace s použitím 
magnetických nosičĤ se používá ve formČ mikro i nanočástic, a jejich využití je pĜevážnČ pro 
separaci biologických molekul a bunČk (napĜ. bunČčných suspenzí, homogenátĤ, 
fermentačních médií apod.) [16, 19, 25, 26]. Ve srovnání s bČžnými postupy tato metoda má 

značné výhody, vzhledem k její rychlosti, stabilitČ a jednoduchosti. Není zapotĜebí používání 
filtrace ani centrifugace. Nepracuje se rovnČž s organickými rozpouštČdly, a tudíž další 
výhodou je nízká toxicita a bezpečnost. Výhodou je možnost proces automatizovat a provádČt 
analýzy ve vČtším mČĜítku [17]. 

2.3.6 Izolace DNA pomocí magnetických částic 

Na adsorpci DNA pomocí magnetických částic má vliv délka molekuly DNA, 

koncentrace použité soli, velikost částic, jejich povrchová úprava a hustota náboje. Hodnota 

pH roztoku DNA v adsorpčním procesu mĤže mít vliv na velikost náboje a elektrostatické 
interakce mezi DNA a magnetickou částicí. Po pĜidání chloridu sodného, hoĜečnatého 

či vápenatého se zvyšuje iontová síla a urychluje se adsorpce. Dvojmocné kovy se vážou 
silnČji na negativnČ nabitou DNA než jednomocné ionty pĜi adsorpci, za pĜedpokladu 
snižování elektrostatických odpudivých sil [10]. Princip separace pomocí magnetických částic 
je znázornČn v nČkolika krocích, uvedených na Obrázku 3. Nejprve se DNA naváže 

na magnetické částice v separační smČsi. Poté jsou magnetické částice separovány 
magnetickým separátorem a propláchnuty, tím dojde k základnímu čištČní a odstranČní 
kontaminujících látek. NáslednČ se DNA eluuje do TE pufru, a pomocí separátoru se 
magnetické částice vyjmou ze separační smČsi [27]. DNA lze izolovat pĜímo z lyzátĤ bunČk 
bez použití fenolové extrakce [20]. Velice účinným novČ vyvinutým zpĤsobem pro lepší 
adsorpci DNA na magnetické částice je použití polyethylenglykolu (PEG) a chloridu sodného. 
PĜi adsorpci vzniká kulovitČ-spirálovitý tvar molekuly DNA a dochází k její kondenzaci 
[10, 28]. 

 

Obrázek 3:Schéma prĤbČhu izolace magnetickými nosiči. PĜevzato z [27]. 

2.4 Stanovení kvality DNA a výtČžkĤ 

Pro posouzení kvality izolované DNA lze použít Ĝady metod. NejčastČji se používá 
agarózová gelová elektroforéza, UV spektrofotometrie, restrikční analýza a polymerázová 
ĜetČzová reakce.  
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2.4.1 Gelová Elektroforéza 

Principem této separační metody je pohyb zápornČ nabitých molekul DNA 

ve stejnosmČrném elektrickém poli smČrem k anodČ. Elektroforéza v agarózovém gelu se 
používá nejen k identifikaci, ale i separaci či purifikaci fragmentĤ DNA [7, 29].  

Agaróza je polysacharid, který se získává izolací z moĜských Ĝas. Jeho základní 
strukturní jednotka je složena z D-galaktózy a 3,6-anhydro-L-galaktózy. Agar tuhne pĜi 
teplotČ 45 – 48 °C a za zvýšené teploty je rozpustný ve vodČ [30, 31]. Po rozpuštČní vzniká 
hustý koloidní roztok, který se nalévá do ploché formy. NáslednČ po vychladnutí vzniká 

vhodný gel pro elektroforézu. Náboj DNA je v neutrálním roztoku negativní, protože 
nukleové kyseliny obsahují zápornČ nabité fosfátové skupiny. Pohyb DNA v elektrickém poli 
je od katody k anodČ. Rychlost migrace DNA je pĜímo úmČrná intenzitČ elektrického pole 
a nepĜímo úmČrná logaritmu délky ĜetČzce, tudíž krátké ĜetČzce (s menší molekulovou 
hmotností) gelem migrují rychleji než dlouhé ĜetČzce s vyšší molekulovou hmotností. KromČ 
elektrostatických sil se pĜi dČlení uplatĖuje i sítový efekt, takže se rozdČlí i fragmenty se 
stejným efektivním nábojem, ale s rozdílnou délkou resp. molekulovou hmotností [32, 33, 

34]. 

Hlavní výhodou gelové elektroforézy je jednoduchost a reprodukovatelnost. DČlení 
fragmentĤ DNA s rĤznými molekulovými hmotnostmi ovlivĖuje zvolená koncentrace 

agarózového gelu. Vyšší koncentrace agarózy usnadĖuje oddČlení menších molekul DNA, 
zatímco nižší koncentrace agarózy umožĖuje separaci vČtších molekul DNA. Tyto gely jsou 

vhodné pro separaci molekul nukleových kyselin v rozmezí od velikosti nČkolika set bp až 

po cca 50 kb. Pro separaci genomové DNA se obvykle používá koncentrace agarózy 0,8 – 1% 

[7]. Agarózovou gelovou elektroforézou lze detegovat až 1 ng DNA [32, 33, 34]. 

2.4.1.1 Vizualizace gelu 

Po skončení elektroforézy jsou rozdČlené molekuly ve viditelném záĜení bezbarvé. 
RozdČlené fragmenty jsou vizualizovány fluorescenčními barvivy, která se vážou 

na molekulu DNA. Molekuly DNA jsou po obarvení viditelné na gelu v ultrafialovém svČtle 
jako proužky a jejich intenzita je úmČrná koncentraci DNA. Velmi používaným barvivem je 

ethidiumbromid, jehož strukturní vzorec je na Obrázku 4. Další známá barviva jsou napĜ. 
SYBR Green nebo GelRed [7]. Ethidiumbromid se vmezeĜuje (interkaluje) mezi sousední 
páry bází v DNA a vytváĜí komplex, který po osvČtlení ultrafialovým svČtlem červenČ 
fluoreskuje [7, 34, 35]. Koncentrace DNA mĤže být odhadnuta semikvantitativnČ použitím 
zĜedČné DNA o známé koncentraci (žebĜíčku). NáslednČ jsou porovnány intenzity pruhĤ 
fragmentĤ standardu s intenzitou pásĤ vzorkĤ neznámých koncentrací [7]. 
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Obrázek 4: Strukturní vzorec ethidiumbromidu 

2.4.2 Spektrofotometrické stanovení nukleových kyselin 

NejčastČji používanou technikou pro stanovení čistoty a koncentrace nukleových 
kyselin je spektrofotometrické stanovení v ultrafialové oblasti spektra. Heterocykly bází 
nukleových kyselin absorbují ultrafialové (UV) záĜení s maximem v okolí vlnové délky 
260 nm [36]. Koncentraci nukleových kyselin lze vypočítat podle empirických vztahĤ, kdy 
pro nativní (dvouĜetČzcovou) DNA A260nm = 1,0 odpovídá koncentraci 50 µgml

-1
. Hodnota 

závisí na chemickém složení (zastoupení AT a GC párĤ bází) analyzované DNA. 
U denaturované (jednoĜetČzcové) DNA je absorbance asi o 40 % vyšší než dvouĜetČzcové 
molekuly (c = 30 µgml

-1
). RNA absorbuje ve stejném rozsahu vlnových délek a A260nm = 1,0 

odpovídá koncentraci 40 µgml
-1

[28]. 

Čistotu nukleových kyselin je možné stanovit z pomČru absorbance pĜi 260 a 280 nm. 

PomČr A260nm/A280nm udává míru kontaminace izolované nukleové kyseliny proteiny, pokud je 

menší než 1,8 nebo RNA, je-li pomČr vČtší jak 2,0. Pro čistý vzorek je vyhovující pomČr 
1,8-2,0. PomČr A260nm/A230nm udává míru znečištČní nukleové kyseliny nízkomolekulárními 
látkami (polyfenoly). Pokud je tento pomČr vČtší jak 2,0 mĤžeme hovoĜit o čisté DNA bez 

výskytu tČchto látek [11, 13, 28, 32]. Správnost a pĜesnost kvantifikace DNA pomocí UV 
spektrofotometrie mĤže být ovlivnČna distribucí velikosti DNA v roztoku, pomČrem ssDNA 
a dsDNA a pĜítomností dalších složek, které absorbují pĜi 260 nm, jako je RNA a jednotlivé 

nukleotidy [7]. 

2.4.3 Polymerázová ĜetČzová reakce 

2.4.3.1 Princip 

Polymerázová ĜetČzová reakce (PCR) je velice využívanou molekulárnČ diagnostickou 
metodou. Její použití je významné v detekci a identifikaci bakterií a virĤ v potravinách. Dále 
se tato metoda používá pĜi detekci a identifikaci patogenĤ v rĤzných klinických vzorcích, 
v prenatální diagnostice, kriminalistice či genetice. PCR byla vyvinuta Kary Mullisem, 

kterému byla za ni v roce 1993 udČlena Nobelova cena. Princip této metody je založen 

na amplifikaci nukleových kyselin in vitro. Podstatou je cyklicky se opakující enzymová 
syntéza nových ĜetČzcĤ určitých úsekĤ dvouĜetČzcové DNA ve smČru 5´→3´. K denaturované 
DNA se pĜipojují primery, což jsou krátké oligonukleotidy, od kterých začíná syntéza nových 
ĜetČzcĤ DNA [28, 35]. Pomocí této reakce dojde k exponenciálnímu nárĤstu až 109

 kopií 
daného úseku DNA. Produkty reakce se nazývají amplikony a jejich velikost se pohybuje 

mezi sto až tisíci párĤ bází (bp) [28, 22, 35]. Velikost výsledných fragmentĤ je následnČ 
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ovČĜena agarózovou gelovou elektroforézou [2]. Princip reakce je znázornČn na Obrázku 5. 
PCR je proces, pĜi nČmž se v závislosti na teplotČ reakční smČsi pravidelnČ stĜídají tĜi hlavní 
kroky, bČhem kterých probíhají tĜi odlišné dČje: 

 Denaturace dvouĜetČzcových molekul DNA (94 °C), pĜi které se rozdČlí vodíkové 
mĤstky držící pohromadČ dvoušroubovici DNA na dvČ samostatná vlákna DNA, 

 PĜipojení primerĤ (hybridizace) k oddČleným ĜetČzcĤm DNA (50 – 65 °C), 

 Syntéza nových komplementárních ĜetČzcĤ DNA (elongace) ( 65 – 75 °C). 

Tyto tĜi kroky se cyklicky opakují v pĜístroji, který se nazývá termocyklér. VČtšinou se 
provádí 25 až 35 cyklĤ, avšak optimální počet cyklĤ závisí na kvalitČ použité polymerázy 

a na výchozí koncentraci templátové DNA [22]. PCR je katalyzována pĤsobením 
termostabilní DNA-polymerázy, která je izolovaná z termofilních mikroorganizmĤ napĜ. 
Thermus aquaticus, které žijí v horkých pramenech. Každá reakce je specifická a je nutné 
optimalizovat pĜesné reakční podmínky napĜ.: teplotu, počet cyklĤ, dobu trvání jednotlivých 
fází atd. [35].  

 

Obrázek 5: Princip PCR [37] 

2.4.3.2 Komponenty pro PCR 

Reakční smČs pro PCR je obvykle v rozmezí objemĤ 25 až 100 l a skládá se z vody 

pro PCR, pufru pro PCR, smČsi dNTP, primerĤ, DNA polymerázy a DNA templátu. 

 Voda pro PCR se používá na doplnČní PCR smČsi do požadovaného objemu a musí 
být bez specifických iontĤ, organických látek a bakterií. NejvhodnČjší je voda 
o odporu 18 mΩ nebo voda pro injekce ČSL 4 [28]. 

 Pufr pro PCR vytváĜí optimální pH prostĜedí pro DNA polymerázu. KvĤli 
správnému prĤbČhu reakce je pufr dodáván stejným výrobcem jako polymeráza. Pufr 
obsahuje ionty Mg

2+, které ovlivĖují specifičnost i výtČžek PCR a udržují 
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enzymatickou aktivitu Taq DNA polymerázy. BČžný reakční pufr obsahuje 

10 mM Tris-HCl (pH 8,3‒8,8), 50 mM KCl a 1,5 mM MgCl2 [28]. 

 dNTP (2´ -deoxynukleosid-5´-trifosfáty) pĜedstavují základní kameny pro výstavbu 
nového ĜetČzce DNA. BČžná PCR reakce obsahuje ekvimolární množství každého 
nukleotidu dATP, dCTP, dGTP, dTTP. Koncentrace dNTP bývá 20‒400 µM [28]. 

 Primery jsou umČle syntetizované oligonukleotidy o velikosti 10 až 30 nukleotidĤ. 
Hrají klíčovou roli pĜi amplifikaci DNA matrice [38]. DobĜe zvolené primery zaručují 
specifičnost, citlivost reakce a musí splĖovat Ĝadu kritérií. Pro reakci jsou potĜeba dva 
primery, které označí místa, odkud se mají začít syntetizovat nová vlákna. PCR 

primery jsou obvykle navrženy pro mnoho aplikací pro amplifikaci jediné známé 
cílové sekvence a mohou být považovány za druhovČ specifické [6]. V produktech, 

které prošly procesem tepelné sterilizace nebo fyzikálním ošetĜením, je obtížná 

spolehlivá amplifikace fragmentĤ nad 200 bp [6, 39]. Optimální koncentrace každého 
primeru ve smČsi bývá 0,1‒0,5 µM [28]. 

 DNA-polymeráza syntetizuje nový ĜetČzec DNA od místa navázání primeru ve smČru 
5´ → 3´ podle sekvence nukleotidĤ v komplementárním ĜetČzci templátu. Pro její 
účinnost jsou nezbytné Mg2+

 ionty a vhodný počet cyklĤ reakce, protože pĜi vysokém 
počtu cyklĤ se její účinnost snižuje [28]. 

 DNA matrice (DNA templát) je makromolekula DNA, podle které se 
komplementárnČ syntetizují nové ĜetČzce DNA. Obsahuje cílová místa pro primery. 
Její kvalita ovlivĖuje účinnost celé amplifikace. Je nutné, aby neobsahovala inhibitory. 

Obvyklá množství DNA ve smČsi jsou 10 ng, 1 ng nebo 10 pg [28, 35]. 

2.4.4 PCR inhibitory 

PCR je velice citlivou metodou a vyžaduje práci ve sterilním prostĜedí [28]. Inhibitory 

DNA jsou látky rĤzné chemické povahy a jsou zodpovČdné za snížení citlivosti 
nebo za falešnČ negativní výsledky. Mohou snížit účinnost nebo reprodukovatelnost PCR 

[7, 40]. Mechanizmus pĤsobení inhibitorĤ PCR je rĤzný a inhibitory mĤžou zasahovat 

v rĤzných krocích PCR [40]. Inhibice mĤže být spojená se srážením, denaturací DNA 

nebo schopnosti polymerázového enzymu vázat se na hoĜčíkové ionty. Inhibitory enzymĤ 
mohou pocházet buď z rostlinných tkání, nebo činidel použitých pro izolaci DNA. PĜehled 
nejčastČjších inhibitorĤ PCR a strategií, jak jim pĜedejít je uveden v Tabulce 2. Existuje Ĝada 
metod pro odstranČní inhibitorĤ nebo pro redukci jejich efektĤ. Problém s inhibitory lze Ĝešit 
vhodným výbČrem metody pro zpracování a extrakci nukleových kyselin. ěedČním DNA 

se sníží koncentrace inhibitorĤ, a tím se zlepší účinnost PCR. NicménČ nižší koncentrací 
DNA se mĤže snížit citlivost PCR [7]. 
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Tabulka 2: Inhibitory PCR. Upraveno dle [7] 

Inhibitory Minimalizace inhibice 

CTAB Promýt 70 % ethanolem 

EDTA Snížit koncentraci EDTA nebo Tris-HCl 

Ethanol Vysušit buĖky a resuspendovat 
Tuky Lipáza, hexan, chloroformová extrakce 

Isopropanol Vysušit buĖky a resuspendovat 
Fenol Použití PVP, PVP / acetátu amonného 

Polysacharidy CTAB pufr a extrakce chloroformem 

Proteiny SDS, CTAB, proteináza K 

SDS Promýt 70 % ethanolem 

Octan sodný Promýt 70 % ethanolem 

NaCl Promýt 70 % ethanolem 

Na polymerázové ĜetČzové reakci je založeno velké množství metod. 
Pro mikrobiologické stanovení potravin existuje PCR v reálném čase, mnohonásobná PCR, 
hnízdová PCR, reverznČ transkripční PCR nebo fingerprintové metody [28]. 

2.4.5 PCR v reálném čase 

Metoda PCR v reálném čase je moderní technikou molekulární biologie, která byla 
vyvinuta v 90. letech a stala se klíčovou technologií pro vysokorychlostní testování a pĜesnou 
kvantifikaci DNA. PCR v reálném čase (qRT-PCR) je založena na sledování množství 
amplifikovaného produktu v každém cyklu v prĤbČhu polymerázové ĜetČzové reakce, které je 
možné sledovat pomocí tĜech rĤzných metod. První možností je použití interkalačních barviv, 
které se vážou na molekulu DNA. U druhé metody je možné použít fluorescenčnČ značené 
sondy, které se vážou na stĜední část amplifikovaného produktu nebo ve tĜetím pĜípadČ je 
možno využívat fluorescenčnČ značených primerĤ. NejčastČji se využívá fluorescenční 
kyanidové barvivo SYBR Green, které se interkaluje do dvoušroubovice DNA. Množství 
amplikonu pĜítomného v reakční smČsi je pĜímo úmČrné intenzitČ fluorescenčnímu signálu 

záĜení a je mČĜeno v každém cyklu PCR [35, 41, 42]. Tato technika je v porovnání 
s konvenční PCR pĜesnČjší, citlivČjší, specifická a rychlejší. Hlavní nevýhodou konvenční 
PCR oproti qRT-PCR je nutnost provádČt identifikaci produktĤ PCR až po ukončení 
amplifikace napĜ. agarózovou gelovou elektroforézou [43, 44].  

Kvantifikace se provádí matematickou analýzou amplifikačních kĜivek vzniklých 
vynesením namČĜené fluorescence oproti poĜadovému číslu pĜíslušného cyklu. Ideálním 
tvarem amplifikační kĜivky, složené ze tĜech fází, je esovitČ zakĜivený tvar. První fází tzv. 
„background", je fáze, kdy je amplifikonu tak málo, že nedosahuje mČĜitelných hodnot. 

Druhou fází je exponenciální fáze, kdy množství produktu exponenciálnČ narĤstá. Tato fáze 
trvá asi 4-8 cyklĤ a je dĤležitá pro analýzu. Rychlost rĤstu amplifikační kĜivky je pĜímo 
úmČrná množství templátových molekul pĜítomných ve vzorku na počátku analýzy. TĜetí fáze 
se nazývá fáze plató. Zde dochází k saturaci systému, pĜičemž množství amplifikovaného 
produktu a fluorescenčního signálu se již nemČní [8, 35, 45]. 
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3 CÍL PRÁCE 

Cílem praktické části práce byla izolace rostlinné DNA v kvalitČ vhodné pro PCR.  
Z vybraných druhĤ potravin (brokolice, cibulové bulvy a natČ, rostlinné pomazánky 

a vajíčkové pomazánky) byla DNA izolována z hrubých lyzátĤ, získaných pĜímou 
homogenizací rostlinných tkání. NáslednČ byla DNA purifikována reverzibilní adsorpcí 
na čtyĜi rĤzné typy magnetických nosičĤ. U izolovaných vzorkĤ DNA bylo provedeno 
spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty. Dále byla testována amplifikovatelnost 

DNA v  PCR. Produkty PCR byly detegovány agarózovou gelovou elektroforézou. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 Materiál 
K izolaci rostlinné DNA byly použity rĤžičky brokolice (Brassica oleracea var. 

botrytis italica), cibule kuchyĖská (Allium cepa) a zelená cibulová nať (Allium cepa). Vzorky 
byly zakoupeny v bČžné komerční síti a skladovány v chladničce (4°C), mrazničce (-20°C) 
nebo pĜi laboratorní teplotČ. Dále byly použity potravinové výrobky – rostlinná pomazánka 
Francouzská (Obrázek 6) a domácí Vajíčková pomazánka, kde jako jediným zdrojem zeleniny 
byla cibule. Pro testování zakoncentrování DNA s použitím magnetických částic byla použita 
DNA z telecího brzlíku (Sigma – Aldrich, St. Louis, USA) (calf thymus DNA – TT DNA) 
o koncentraci 25 ng/ml. Purifikovaná DNA Brassica oleracea (10 ng/l) byla získána od 
RNDr. A. KovaĜíka, CSc. z Biofyzikálního ústavu AV ČR v.v.i, v BrnČ. 

 

Obrázek 6: Francouzská pomazánka 

4.2 Chemikálie 

 Agarosa pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN) 

 Cetyl triethylamonium bromid (CTAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis ,USA) 

 Ethanol (Penta, Chrudim, ČR) 

 Ethidiumbromid (EtBr) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

 Ethylendiaminotetraoctová kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN) 

 Hydrogenuhličitan sodný (PENTA, Praha, ČR) 

 Hydroxid sodný (PENTA, Praha, ČR) 

 Chlorid sodný (PENTA, Praha, ČR) 

 Chloroform (PENTA, Praha, ČR) 
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 Kyselina boritá (Penta, Chrudim, ČR) 

 Kyselina chlorovodíková (PENTA, Praha, ČR) 

 Isoamylalkohol (PENTA, Praha, ČR)  

 Isopropanol (PENTA, Praha, ČR) 

 ȕ-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

 Octan sodný (PENTA, Praha, ČR) 

 Oktanol (PENTA, Praha, ČR) 

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

 Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-báze) (Amresco, Solon, USA) 

Všechny chemikálie byly čistoty p.a. a pocházely z bČžných komerčních zdrojĤ. 

4.2.1 Magnetické nosiče 

V práci byly použity následující magnetické nosiče: 

 Magnetické mikročástice poly(2-hydroxyethyl methakrylát-co-glycidyl 
methakrylátu) - P(HEMA-co-GMA) o prĤmČru 1,0 µm, koncentrace částic 
2 mg/ml 

 Magnetické mikročástice poly(2-hydroxyethyl methakrylát-co-glycidyl 
methakrylátu) pokryté – NH2 skupinami - P(HEMA-co-GMA) NH2, (4,5 mM 

-NH2/g), koncentrace částic 2 mg/ml 

 Magnetické nanočástice  oxidĤ železa pokryté poly(L.lysinem) – PPL o prĤmČru 
110 nm, koncentrace částic 0,1 mg/ml 

 Magnetické nanočástice poly(glycidyl methakrylátu) PGMA ox pokryté 
karboxylovými skupinami (0,67 mM - COOH/g) o prĤmČru 1,2 µm, koncentrace 
částic 2 mg/ml 

Magnetické nosiče byly syntetizovány Ing. D. Horákem CSc. na Ústavu 
makromolekulární chemie Akademie vČd ČR, v.v.i. v Praze. 

4.2.2 Komponenty pro PCR 

 Voda pro PCR  

 Reakční pufr kompletní pro Taq polymerasu (5 U/µl), který obsahuje 750 mM 

Tris-HCl, pH 8,8 (25°C), 200 mM (NH4)2SO4, 1% Tween 20, 25 mM MgCl2. 

(Top Bio, Praha ČR) 

 Reakční pufr kompletní pro Taq polymerasu 1.1 (1 U/µl) 
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 Oligonukleotidové primery 18S_for a 5,8S_rev; 26S_for a 26S_rev (GENERI 

BIOTECH, Hradec Králové ČR). 

 dNTP smČs (10 mM) (Top Bio, Praha ČR) 

 Taq polymerasa (5 U/µl) (Top Bio, Praha ČR) 

 Taq 1.1 DNA polymerasa (1 U/µl) (Top Bio, Praha ČR) 

4.3 PĜístroje a pomĤcky 

 Centrifuga MINI Spin 14 500 ot·min-1(Eppendorf, Hamburg, Nemecko) 

 Centrifuga Spectrafuge Mini (Labnet Int., New Jersey, USA) 

 Laboratorní váhy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA) 

 Magnetický separátor DynaMag (Invitrogen, Oslo, Norsko) 

 Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 ȝl (PZ HTL, Varšava, 
Polsko) 

 Mikrovlnná trouba SMW 2320 (Sencor, ČR) 

 NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA) 

 Termostat BT 120 (Praha, ČR) 

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

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

 Transiluminátor TVR 3121 (Spectroline, Albany, USA) 

 ZaĜízení pro elektroforézu Easy – Cast, model B1 a B3 (Owl Scientific, USA) 

 Zdroj elektrického napČtí pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet Int., 
Woodbridge, USA) 

 Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, NČmecko 

 BČžné laboratorní sklo, špičky z umČlé hmoty 

 Další laboratorní pomĤcky (kopist, špachtle, skalpel, buničina) 

4.4 Roztoky 

NČkteré roztoky pro izolaci rostlinné DNA byly získány od RNDr. A. KovaĜíka, CSc. 
z Biofyzikálního ústavu AV ČR v.v.i, v BrnČ. Roztoky pro purifikaci magnetickými nosiči 
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byly pĜipraveny podle návodĤ k laboratorním cvičením Analýza vybraných druhĤ bakterií 
mléčného kvašení pomocí metod molekulární biologie [28]. 

4.4.1 Roztoky pro izolaci a purifikaci rostlinné DNA 

 Lyzační pufr s CTAB – navážka 1 g cetyl triethylamonium bromidu byla 
rozpuštČna v 10 ml 0,5 M Tris-HCl (pH 8,0), 16 ml 5 M NaCl, 2 ml 0,5 M 

EDTA (pH 8,0) a 42 ml destilované vody. TČsnČ pĜed použitím byl pĜidán 

2-merkaptoethanol (1 l/1 ml pufru) 

 0,5 M EDTA (pH 8,0) – 186,1 g EDTA bylo rozpuštČno v 800 ml destilované 
vody za stálého míchání na magnetické míchačce. Pomocí NaOH bylo upraveno 
pH na hodnotu 8,0. Roztok byl doplnČn do objemu 1 l destilovanou vodou, 

rozdČlen do alikvotních podílĤ a sterilizován v autoklávu 20 minut pĜi 121 °C 

 1M Tris-HCl (pH 7,8) – 12,1 g Tris-báze bylo rozpuštČno v 80 ml destilované 
vody. pH roztoku bylo upraveno pomocí koncentrované HCl na hodnotu 7,8. 
Roztok byl doplnČn destilovanou vodou na objem 100 ml a sterilizován 
v autoklávu 20 minut pĜi 121 °C. 

 TE pufr pH 7,8 – roztok byl pĜipraven sterilnČ ze zásobních roztokĤ 1M Tris-HCl 

(pH 7,8) a 0,5M EDTA (pH 8,0). Byl smíchán 1 ml Tris-HCl (pH 7,8), 

200 µl EDTA (pH 8,0) a 98,8 ml destilované vody. 

 SmČs chloroform-oktanol - chloroform a oktanol byl smíchán v pomČru 24:1. 

 70% ethanol - 70 ml 96% ethanolu bylo smícháno s 26 ml destilované vody. 

 Roztok chloridu sodného (5 M) - navážka 87,66 g NaCl byla rozpuštČna v 300 ml 

destilované vody. 

 Roztok 40% polyethylenglykolu 6000 - navážka 40 g PEG 6000 byla rozpuštČna 
v 60 ml destilované vody. Objem byl doplnČn do 100 ml destilovanou vodou. 

4.4.2 Roztoky pro agarózovou gelovou elektroforézu a vizualizaci DNA 

 Agarózový gel (1,2%) – 0,6 g agarózy bylo rozvaĜeno v 50 ml 

0,5x koncentrovaného TBE pufru. 

 Agarózový gel (0,8%) – 0,4 g agarózy bylo rozvaĜeno v 50 ml 

0,5x koncentrovaného TBE pufru. 

 0,5x TBE pufr – 54 g Tris-báze a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpuštČno 
v 600 ml destilované vody. Poté bylo pĜidáno 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 

a doplnČno destilovanou vodou do 1000 ml. PĜed použitím byl TBE pufr 10x 
zĜedČn na výslednou koncentraci. 
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 Nanášecí pufr Yellow load (6x koncentrovaný, obsahuje barvivo orange G), 
(Top-Bio, Praha, ČR) – roztok byl pĜed použitím smíchán se vzorkem 
plazmidové DNA v pomČru 1:5. 

 DNA standard 100 bp žebĜíček (Malamité, Moravské prusy, ČR) - obsahuje 

fragmenty 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 bp. 

 Barvící lázeĖ – 100 µl roztoku ethidiumbromidu (2,5 mgml
-1) bylo zĜedČno 

500 ml destilované vody. 

4.5 Metody 

4.5.1 Zpracování vzorkĤ zeleniny 

Vzorky zeleniny (cibule, brokolice, zelené natČ cibule) byly otĜeny ethanolem, 
sterilním skalpelem nakrájeny na malé kousky a do 1,5 ml Eppendofové zkumavky bylo 
odváženo 0,1 g rostlinného materiálu. Pro izolaci DNA magnetickými částicemi byly 

pĜipraveny lyzáty bunČk obsahující DNA rĤzné čistoty. 

4.5.2 Lýze bunČk 

4.5.2.1 Běžná homogenizace s lyzačním pufrem s CTAB (1) 

K rostlinnému materiálu (0,1 g) bylo pĜidáno 500 µl lyzačního pufru CTAB a 1 µl 
merkaptoethanolu (0,2%). Homogenizace byla dĤkladnČ provádČna za chladu ve vymrazené 
kostce pomocí sterilního kopistu. Po homogenizaci byly vzorky inkubovány pĜi 60 °C 

po dobu 30 min. Po inkubaci bylo pĜidáno dalších 500 µl lyzačního roztoku CTAB z dĤvodu 
velké viskozity. SmČsi byly promíchány a centrifugovány pĜi 14 500 ot/10 min. Pro separaci 

DNA byl odebrán supernatant. K izolaci DNA magnetickými částicemi ho bylo použito 
100 l. 

4.5.2.2 Přídavek chloroform-oktanolu (2) 

Dle kapitoly 4.5.2.1 bylo po inkubaci k 500 l rostlinného materiálu v lyzačním 
roztoku CTAB pĜidáno 500 µl chloroform-oktanolu. SmČsi byly promíchány a centrifugovány 
pĜi 14 500 ot/10 min. Pro separaci DNA bylo odebráno 100 l supernatantu.  

4.5.2.3 Přídavek isopropanolu (3) 

Postup byl stejný jako v kapitole 4.5.2.2. K maximálnímu množství odebraného 
supernatantu do čisté Eppendorfovy zkumavky bylo pĜidáno 0,6 objemu isopropanolu. SmČs 
byla promíchána po dobu asi 5 minut a byla centrifugována pĜi 14 500 ot/10 min. Supernatant 

byl odstranČn a k sedimentu DNA bylo pĜidáno 1000 l 70% ethanolu. Po Ĝádném promíchání 
pomocí vortexu byl vzorek DNA opČt centrifugován (14 500 ot/10 min). Supernatant byl slít 
a Eppendorfova zkumavka se nechala vysušit v termostatu pĜi 60 °C po dobu asi 5 minut. 

Do vysušené zkumavky s DNA bylo pĜidáno 120 l TE pufru. K izolaci DNA magnetickými 
částicemi bylo použito 100 l tohoto vzorku.
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4.5.3 Izolace DNA magnetickými částicemi 

K izolaci DNA byly použity rĤzné druhy magnetických částic. Složení separační smČsi 
pro izolaci DNA a poĜadí pĜidávání složek je uvedeno v Tabulce 3. 

Tabulka 3: Složení separační smČsi 

PoĜadí Komponenta Objem (µl) 
1. 5 M NaCl 400 

2. lyzát bunČk (DNA) 100 

3. 40% PEG 6000 400 

4. Magnetické částice 100 

Po smíchání komponent byla smČs inkubována pĜi laboratorní teplotČ po dobu 15 min. 

Po uplynutí doby inkubace byly zkumavky umístČny na 5 min do magnetického separátoru 
a magnetické nosiče byly odseparovány. V pĜítomnosti magnetického pásu byl supernatant 
opatrnČ odpipetován ze zkumavky. Magnetické nosiče s navázanou DNA bez pĜítomnosti 
magnetického pásu byly promyty 500 µl 70% ethanolu. SmČs magnetických částic a ethanolu 

byla promíchána, a magnetické nosiče byly odseparovány za použití magnetického separátoru 
po dobu 1 min. Supernatant byl opatrnČ odpipetován ze zkumavky v pĜítomnosti 
magnetického pásu. Magnetické nosiče s navázanou DNA bez pĜítomnosti magnetického pásu 
byly znova promyty 100 µl 70% ethanolu. Magnetické nosiče byly odseparovány za použití 
magnetického separátoru po dobu 1 min. DNA adsorbovaná na magnetických částicích byla 
eluována do 50 nebo 100 µl TE pufru pĜi laboratorní teplotČ po dobu 1 hodiny. Po eluci byly 
magnetické nosiče odseparovány pomocí magnetického separátoru po dobu 2 minut a eluát 
obsahující DNA byl odebrán do čisté zkumavky. DNA byla dále uchována pĜi -20 °C. 

4.5.4 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA 

MČĜení koncentrace a čistoty izolované DNA bylo provedeno na pĜístroji NanoDrop 
2000. Čočka pĜístroje byla očištČna tyčinkou s destilovanou vodou. Na čočku pĜístroje byly 
naneseny 2 µl TE pufru (blank). Čočka byla opČt očištČna. Poté bylo na čočku naneseno 2 µl 
vzorku a provedeno mČĜení. Po mČĜení byla čočka očištČna 2x vodou (2x 2 l). Vzorky byly 

pĜed mČĜením ĜádnČ promíchány. Na spektrofotometru byla mČĜena absorbance v rozmezí 
vlnových délek 230 až 320 nm. Ze záznamu o mČĜení byla odečtena koncentrace DNA 

(ng/µl), pomČry absorbancí pĜi vlnových délkách A260nm/A280nm a A260nm/A230nm. 

4.5.5 Srážení DNA ethanolem 

Vzhledem k nízké koncentraci DNA ve vzorcích (viz dále) byly pro zjištČní její 
integrity pomocí gelové elektroforézy vzorky DNA brokolice, cibulové natČ a cibule 
izolované magnetickými částicemi smíchány dohromady. Automatickou pipetou byl zmČĜen 
objem DNA a ke každému vzorku byla pĜidána 1/20 objemu 3 M octanu sodného. SmČs byla 
promíchána. Dále byl pĜidán 2,5 násobek objemu 96 % ethanolu vychlazeného 

na -20°C. SmČs byla opČt promíchána. DNA byla srážena pĜi -20 °C po dobu 5 minut. SmČs 
byla centrifugována pĜi 14 500 ot/min po dobu 15 minut. Poté byl opatrnČ slit supernatant 
a sediment byl opláchnut 100 µl 70% ethanolu. SmČs byla znovu centrifugována po dobu 
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10 minut pĜi 14 500 otáčkách. Sediment byl krátce sušen v exsikátoru pĜi 37 °C. DNA byla 
rozpuštČna ve 30 µl TE pufru a dále uchována pĜi 4 °C. Takto izolovaná DNA byla použita 
pro spektrofotometrické stanovení koncentrace DNA a gelovou elektroforézu DNA. 

4.5.6 Testování zakoncentrování DNA pomocí nosiče 

Bylo provedeno ovČĜení možností zakoncentrování DNA pomocí magnetických 
nanočástic PLL. Jako modelová DNA byla použita DNA z telecího thymu. Složení 
separačních smČsí s 8% PEG 6000 pro testování postupu je uvedeno v Tabulce 4. Bylo 

provedeno zakoncentrování podle postupu uvedeného v kapitole 4.5.6. DNA adsorbovaná 

na magnetických částicích byla za tĜepání eluována do 50 µl TE pufru o pH 8,0 pĜi 60 °C 

po dobu 1 hodiny. Po eluci byly magnetické nosiče stočeny na nano po dobu 3 minut 

a odseparovány pomocí magnetického separátoru po dobu 2 minut. Eluát obsahující DNA byl 
odebrán do čisté zkumavky. 

Tabulka 4: Složení separační smČsi 

Komponenta Objem (l) Objem (l) Objem (l) 

2,5 M NaCl 400 200 100 

TT DNA 25 ng/l 300 150 75 

40% PEG 6000 200 100 50 

MČ PLL (0,1 mg/ml) 100 50 25 

Celkem 1000 500 250 

4.5.7 Amplifikace DNA metodou PCR 

4.5.7.1 Příprava směsi pro PCR 

Nejprve byly vzorky DNA zĜedČny 10x. Komponenty byly smíchány v poĜadí 
a objemovém množství uvedeném v Tabulce 5. Jako negativní kontrola místo DNA matrice 
byla použita sterilní voda a jako pozitivní kontrola byla použita rostlinná DNA - B.oleracea 

10 ng/µl. 

Tabulka 5: Složení smČsí pro PCR s rĤznými DNA polymerázami polymerázy nejsou rozlišeny 

Komponenta Objem (µl)  Komponenta Objem (µl) 
 H2O pro PCR 17,1   H2O pro PCR 16,5 

10x Reakční pufr kompletní 2,5  10x Reakční pufr kompletní 2,5 

Primer forward (10 pmol/µl) 1,0  Primer forward (10 pmol/µl) 1,0 

Primer reverse (10 pmol/µl) 1,0  Primer reverse (10 pmol/µl) 1,0 

SmČs dNTP (10 mM) 1,0  SmČs dNTP (10 mM) 1,0 

DNA polymeráza (5 U/µl) 0,4  DNA polymeráza (1.1 U/µl) 1,0 

Matrice DNA 2,0  Matrice DNA 2,0 

Celkem 25,0  Celkem 25,0 
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Byly použity primery: 

 Primery 18S_for a 5,8S_rev [46] 

Primer forward: 18S_for 5´- GCG CTA CAC TGA TGT ATT CAA CGA G-3´  

Primer reverse: 5,8S_rev 5´- CGC AAC TTG CGT TCA AAG ACT CGA-3´ 

Byl amplifikován produkt PCR o délce 700bp. 

 Primery 26S_for a 26S_rev  [47] 

Primer forward: 26S_for 5´- GAA TTC ACC CAA GTG TTG GGA T-3´ 

Primer reverse: 26S_rev 5´- AGA GGC GTT CAG TCA TAA TC-3´ 

Byl amplifikován produkt PCR o délce 220 bp. 

4.5.7.2 Provedení PCR 

Všechny složky smČsi pro PCR byly promíchány a vloženy do termocykleru. 
Na vzorky byl položen červený plíšek a vše bylo zakryto vyhĜívacím víčkem. Podmínky 
amplifikace jsou uvedeny v Tabulce 6. 

Tabulka 6: Podmínky amplifikace DNA v PCR 

Krok Teplota (°C) Čas (s) Opakování 
1. Počáteční denaturace 95 300 1 

2. Denaturace 95 40 

35 3. Hybridizace primerĤ 57 40 

4. Syntéza DNA 72 80 

5. Poslední cyklus 72 600 1 

4.5.7.3 Agarózová gelová elektroforéza DNA a produktů PCR 

Byl pĜipraven 1,2% agarózový gel (0,6 g agarózy v 50 ml 0,5x TBE pufru) pĜípadnČ 
0,8% agarózový gel (0,4 g agarózy v 50 ml 0,5x TBE pufru).  Suspenze byla pečlivČ 
rozvaĜena v mikrovlnné troubČ a byla ochlazena na teplotu asi 60 °C. Suspenze byla nalita do 
elektroforetické vaničky s hĜebínkem a ponechána 0,5 – 1 hodinu tuhnout. PĜed nanášením 
vzorkĤ na gel byl opatrnČ vyjmut hĜebínek. Vzorky byly nanášeny do komĤrek společnČ 

s nanášecím pufrem. Vždy bylo smícháno 25 µl produktu PCR s 5 µl nanášecího pufru 

(6x koncentrovaný). Do komĤrky bylo nanášeno 20 µl smČsi. Gel byl vložen 

do elektroforetické vaničky v takové orientaci, aby zápornČ nabitá DNA migrovala k anodČ. 
Vanička s gelem byla opatrnČ pĜevrstvena 0,5x TBE pufrem do výšky 2-3 mm nad gel a byl 

zapnut zdroj gelové elektroforézy (60 V – 3 hod). Separace byla ukončena v okamžiku, kdy 
bromfenolová modĜ obsažená v nanášecím pufru doputovala do 2/3 délky agarózového gelu. 
Po skončení elektroforézy byl gel obarven ethidium bromidem (0,5 µgml

-1
) po dobu 

0,5 - 1 hod. Gel byl opláchnut v destilované vodČ, umístČn na transiluminátor a vyhodnocen 
v UV svČtle pĜi vlnové délce Ȝ = 305 nm. Byla provedena fotografická dokumentace pomocí 
digitálního fotoaparátu. 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 PĜíprava rostlinného materiálu pro analýzu 

5.1.1 Homogenizace 

Rostlinná DNA byla izolována z 0,1 g rostlinného materiálu dle postupĤ uvedených 
v kapitolách 4.5.1 a 4.5.2. Zpracování vzorkĤ zeleniny je znázornČno na Obrázku 7. 

Homogenizace v CTAB pufru (500 l) pomocí kopistu a pĜídavek smČsi chloroform-oktanolu 

jsou vyobrazeny na Obrázku 8. Obrázek 9 znázorĖuje homogenizaci rostlinného materiálu, 
v EppendorfovČ zkumavce s lyzačním pufrem s CTAB, umístČné ve vymrazené kovové 
kostce, pomocí umČlohmotného kopistu. 

 

Obrázek 7: Zpracování vzorkĤ zeleniny 

 

Obrázek 8: Homogenizace rostlinného materiálu v CTAB pufru v mikrozkumavce 
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Obrázek 9: Homogenizace rostlinného materiálu ve vymrazené kovové kostce s CTAB pufrem v 
mikrozkumavce pomocí kopistu 

 Uvedeným postupem byly pĜipraveny lyzáty bunČk z brokolice, cibule, zelené cibulové 
natČ a pomazánek. 

DNA byla izolována z rĤznČ pĜipravených lyzátĤ bunČk v CTAB bez pĜídavku 
chloroform-oktanolu (1), s pĜídavkem chloroform-oktanolu (2) a s pĜídavkem chloroform-

oktanolu a isopropanolu (3). 

5.2 Izolace rostlinné DNA magnetickým nosičem P(HEMA-co-GMA) 

Z lýzátĤ bunČk pĜipravených výše uvedenými zpĤsoby byla DNA izolována 
magnetickým nosičem P(HEMA-co-GMA) dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.3. DNA 

byla eluována do 50  nebo 100 l TE pufru a analyzována spektrofotometricky a pomocí 
PCR. 

5.2.1 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA 

Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty rostlinné DNA bylo provedeno 
dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.4. ZároveĖ byla zaznamenána hodnota pomČru 
absorbance pĜi vlnových délkách Ȝ = 260 nm a Ȝ = 280 nm a celkové množství izolované 
DNA. Výsledky spektrofotometrického stanovení jsou uvedeny v Tabulce 7. Na 

Obrázku 10 – Obrázku 12 jsou graficky znázornČna absorpční spektra izolovaných DNA. 
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Tabulka 7: Spektrofotometrické stanovení koncentrace DNA izolované z rĤznČ pĜipravených lyzátĤ 
bunČk (100 l) magnetickými nosiči P(HEMA-co-GMA) 

DNA 1 2 3 
DNA 

(ĜedČní 10x) 
c  

(ng/µl) 
mcelk. 

(ng) 
A260nm A280nm 

A260nm/ 

A280nm 

A260nm/ 

A230nm 

b
ro

k
o
li

ce
 

+ - - - 13,9 1390 0,28 0,17 1,65 0,77 

   + 5,1   

+ + - - 17,2 1720 0,34 0,21 1,74 0,46 

   + 1,5   

+ + + - 15,9 1590 0,32 0,20 1,64 0,38 

   + 0,2   

na
ť 

ci
bu

le
 

+ - - - 13,2 1320 0,26 0,15 1,80 0,52 

   + - -  

+ + - - 16,8 1680 0,34 0,16 2,07 0,28 

   + 2,3   

+ + + - 14,8 1480 0,30 0,19 1,53 0,58 

   + 2,8   

ci
b
u

le
 b

u
lv

a 

+ - - - 8,0 800 0,16 0,12 1,38 1,12 

   + 3,9   

+ + - - 13,0 1300 0,26 0,15 1,77 0,41 

   + 0,5   

+ + + - 11,1 1110 0,22 0,12 1,81 0,25 

   + 1,0   

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

 
Obrázek 10: Absorpční spektra DNA izolované z brokolice 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 
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Obrázek 11: Absorpční spektra DNA izolované z cibulové natČ 

Obrázek 12: Absorpční spektra DNA izolované z cibule bulvy 

 Množství DNA izolované magnetickým nosičem P(HEMA-co-GMA) Kanada 

z 0,1 mg rĤznČ pĜečištČných homogenátĤ bylo pĜibližnČ stejné (asi 14 – 17 ng/l 

u brokolice, 13 – 17 ng/l u natČ cibule, 8 – 13 ng/l u bulvy cibule). 

 Spektra ukazují, že DNA ze všech rostlinných tkání je znečištČna polyfenolickými látkami. 

5.2.2 OvČĜení kvality izolované DNA metodou PCR 

DNA uvedené v Tabulce 7 (2 l) byly použity jako DNA matrice v PCR. PCR byla 

provedena dle postupĤ uvedených v kapitole 4.5.7. Produkty PCR byly detegovány pomocí 
agarózové gelové elektroforézy na 1,2% agaróze. 

5.2.2.1 PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev 

V PCR se amplifikují produkty PCR o délce 700 bp. Výsledky jsou uvedeny na 
Obrázku 13. 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 

 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 

 



35 

 

 

Obrázek 13: Agarózová gelová elektroforéza produktĤ PCR s využitím primerĤ 18S_for a 5,8S_rev 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

+, ++, +++: detekce produktu PCR rĤzné intenzity, NK – negativní kontrola 

PK – pozitivní kontrola – B. oleracea (10 ng/l) 

 Produkty PCR vysoké intenzity byly detegovány po amplifikaci všech DNA (neĜedČných i 
ĜedČných). Nebyl pozorován vliv rĤzného zpĤsobu pĜípravy lyzátĤ bunČk (1, 2, 3). 

BČh DNA 1 2 3 

DNA 

(ng)/PCR 

smČs 

DNA 

(ĜedČní 10x) 
Detekce 

produktĤ PCR 

1 

brokolice 

+ - - 28 - ++ 

2    10 + +++ 

3 + + - 34 - +++ 

4    3 + +++ 

5 + + + 32 - +++ 

6    0,4 + ++ 

7 

nať cibule 

+ - - 26 - +++ 

8    0,5 + ++ 

9 + + - 34 - +++ 

10    5 + +++ 

11 + + + 30 - +++ 

12    1 + ++ 

13 

cibule 

bulva 

+ - - 16 - +++ 

14    7 + ++ 

15 + + - 26 - +++ 

16    1 + +++ 

17 + + + 22 - +++ 

18    2 + ++ 

19 PK      +++ 

20 standard      100 bp žebĜíček 

21 NK      - 
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5.2.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev 

V PCR se amplifikují produkty PCR o délce 220 bp. Výsledky jsou uvedeny na 
Obrázku 14. 

 

BČh DNA 1 2 3 

DNA 

(ng)/PCR 

smČs 

DNA 

(ĜedČní 10x) 
Detekce 

produktĤ PCR 

1 

brokolice 

+ - - 28 - ++ 

2    10 + + 

3 + + - 34 - ++ 

4    3 + + 

5 + + + 32 - ++ 

6    0,4 + - 

7 

nať cibule 

+ - - 26 - + 

8    0,5 + - 

9 + + - 34 - ++ 

10    5 + - 

11 + + + 30 - + 

12    1 + - 

13 

cibule bulva 

+ - - 16 - + 

14    7 + - 

15 + + - 26 - + 

16    1 + - 

17 + + + 22 - + 

18    2 + - 

19 PK       ++ 

20 standard       

21 NK      - 
Obrázek 14: Agarózová gelová elektroforéza produktĤ PCR s využitím primerĤ 26S_for a 26S_rev 



37 

 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

+, ++, +++: detekce produktu PCR rĤzné intenzity, NK – negativní kontrola 

PK – pozitivní kontrola – B. oleracea (10 ng/l) 

 Produkty PCR byly detegovány u neĜedČných DNA u všech amplifikovaných DNA. Slabé 
produkty PCR byly detegovány po amplifikaci 10x zĜedČné DNA izolované jen 

z brokolice. Detekce PCR produktĤ byla v závislosti na množství DNA ve smČsích pro 
PCR. 

5.2.3 OvČĜení intaktnosti DNA 

Pomocí agarózové gelové elektroforézy na 0,8% agaróze byla ovČĜena pĜítomnost 
izolované rostlinné DNA. Na gel bylo nanášeno 20 l DNA. Výsledky jsou uvedeny na 
Obrázku 15. 

 

BČh DNA 1 2 3 DNA (ng) Detekce DNA 

1  DNA     500
 

+++ 

2  DNA    100 ++ 

3 

brokolice 

+ - - 280 + 

4 + + - 340 + 

5 + + + 320 - 

6 

nať cibule 

+ - - 260 - 

7 + + - 340 + 

8 + + + 300 - 

9 

cibule bulva 

+ - - 160 - 

10 + + - 260 - 

11 + + + 220 - 

Obrázek 15: Izolovaná rostlinná DNA na 0,8% agaróze 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

 Byla detegována kontrolní DNA fága lambda o rĤzných koncentracích (velice intenzivní 
pásy), DNA izolována z brokolice (slabý pás) a DNA izolovaná z cibulové natČ (slabý 
pás). DNA v ostatních vzorcích nebyla vizualizována. 

5.3 Testování DNA po dlouhodobém uchovávání 
Izolovaná rostlinná DNA, pĜi jejíž izolaci byly použity magnetické mikročástice 

P(HEMA-co-GMA) (2 mg/ml), byla uchována po dobu 5 mČsícĤ pĜi -20 °C. NáslednČ bylo u 
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vzorkĤ provedeno spektrofotometrické stanovení koncentrace. Poté byla testována pomocí 
PCR amplifikovatelnost DNA. Produkty PCR byly detegovány následnou agarózovou 
gelovou elektroforézou. Výsledné hodnoty na počátku experimentu pĜed dlouhodobým 
skladováním jsou uvedeny v kapitole 5.2. 

5.3.1 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA 

Dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.4 bylo provedeno spektrofotometrické 
stanovení. Výsledky jsou uvedeny v Tabulce 8. Na Obrázku 16 – Obrázku 18 jsou graficky 

znázornČna absorpční spektra DNA izolované z brokolice a cibule. 

Tabulka 8: Spektrofotometrické stanovení koncentrace rostlinné DNA izolované magnetickými nosiči 
P(HEMA-co-GMA) ze 100 mg homogenátĤ 

DNA 1 2 3 
DNA 

(ĜedČní 10x) 
c  

(ng/µl) 
mcelk. 

(ng) 
A260nm A280nm 

A260nm/ 

A280nm 

A260nm/ 

A230nm 

b
ro

k
o
li

ce
 

+ - - - 32,3 3230 0,65 0,43 1,50 0,56 

   + 7,9      

+ + - - 23,1 2310 0,46 0,33 1,41 0,52 

   + 6,2      

+ + + - 28,1 2810 0,58 0,43 1,33 0,39 

   + 9,5      

na
ť 

ci
bu

le
 

+ - - - 32,6 3260 0,65 0,45 1,45 0,47 

   + 6,5      

+ + - - 26,7 2670 0,54 0,33 1,64 0,33 

   + 8,3      

+ + + - 20,4 2040 0,41 0,29 1,40 0,51 

   + 5,4      

ci
b

u
le

 b
u
lv

a 

+ - - - 14,1 1410 0,28 0,23 1,25 0,65 

   + 10,8      

+ + - - 23,3 2330 0,47 0,32 1,46 0,40 

   + 3,6      

+ + + - 32,9 3290 0,66 0,48 1,36 0,37 

   + 27,5      

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

Obrázek 16: Absorpční spektra DNA izolované z brokolice 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 
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Obrázek 17: Absorpční spektra DNA izolované z cibulové natČ 

Obrázek 18: Absorpční spektra DNA izolované z cibule 

 Po dlouhodobém uchovávání DNA (5 mČsícĤ) bylo zjištČno, že její množství pĜibylo 
zĜejmČ z dĤvodu dokonalejšího rozpuštČní. DNA byla izolována magnetickými nosiči 
P(HEMA-co-GMA) v množství 14,1 – 32,9 ng/l. Hodnoty A260/A280 byly v rozmezí 
1,25 až 1,64 Hodnoty A260nm/A230nm < 1,2. DNA byla znečištČna polyfenoly, což dokazují 
absorpční kĜivky. 

5.3.2 OvČĜení kvality DNA metodou PCR 

Vyizolované DNA uvedené v Tabulce 8 (2 l) byly použity jako DNA matrice v PCR. 

PCR byla provedena dle postupĤ uvedených v kapitole 4.5.7. Produkty PCR byly detegovány 
pomocí agarózové gelové elektroforézy na 1,2% agaróze. 

5.3.2.1 PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev 

V PCR se amplifikovaly produkty PCR o délce 700 bp. Výsledky jsou uvedeny na 
Obrázku 19. 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 

 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 
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BČh DNA 1 2 3 
DNA (ng)/PCR 

smČs 

DNA 

(ĜedČní 10x) 
Detekce 

produktĤ PCR 

1 standard +     100 bp žebĜíček 

2 

brokolice 

+ - - 65 - +++ 

3    16 + + 

4 + + - 46 - ++ 

5    12  + + 

6 + + + 58 - ++ 

7    19 + + 

8 

nať cibule 

+ - - 65  - ++ 

9    13 + + 

10 + + - 53 - +++ 

11    17 + + 

12 + + + 41 - ++ 

13    11 + - 

14 

cibule 

bulva 

+ - - 28 - ++ 

15    22 + + 

16 + + - 47 - ++ 

17    7 + - 

18 + + + 66 - ++ 

19    55 + - 

20 PK      ++ 

Obrázek 19: Agarózová gelová elektroforéza produktĤ PCR s využitím primerĤ 18S_for a 5,8S_rev 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

+, ++, +++: detekce produktu PCR rĤzné intenzity, NK – negativní kontrola 

PK – pozitivní kontrola – B. oleracea (10 ng/l) 
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 Dlouhodobé skladování nemČlo vliv na amplifikovatelnost. Nebyla prokázána výrazná 
pĜítomnost inhibitorĤ PCR. Neamplifikovalo se pouze malé množství DNA (7 
a 11 ng/PCR smČs). 

5.3.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev 

V PCR se amplifikují produkty PCR o délce 220 bp. Výsledky jsou uvedeny na 
Obrázku 20. 

 

BČh DNA 1 2 3 
DNA (ng)/PCR 

smČs 

DNA 

(ĜedČní 10x) 
Detekce 

produktĤ PCR 

1 

brokolice 

+ - - 65 - +++ 

2    16 + - 

3 + + - 46 - +++ 

4    12  + ++ 

5 + + + 58 - +++ 

6    19 + ++ 

7 

nať cibule 

+ - - 65  - +++ 

8    13 + ++ 

9 + + - 53 - +++ 

10    17 + ++ 

11 + + + 41 - ++ 

12    11 + - 

13 

cibule 

+ - - 28 - ++ 

14    22 + - 

15 + + - 47 - +++ 

16    7 + - 

17 + + + 66 - + 

18    55 + + 

19 PK       +++ 

20 standard      100 bp žebĜíček 

21 NK      - 

Obrázek 20: Agarózová gelová elektroforéza produktĤ PCR s využitím primerĤ 26S_for a 26S_rev 
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Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

+, ++, +++: detekce produktu PCR rĤzné intenzity, NK – negativní kontrola 

PK – pozitivní kontrola – B. oleracea (10 ng/l) 

 Produkty PCR byly detegovány po amplifikaci DNA u všech neĜedČných vzorkĤ. 
U brokolice byla lepší amplifikovatelnost u DNA izolovaných z homogenátĤ s pĜídavkem, 

chloroform-oktanolu a isopropanolu. U cibule ani cibulové natČ tento pĜídavek nemČl 
žádný vliv. 

5.4 Izolace rostlinné DNA z rĤžičky brokolice magnetickými nosiči  
Dále bylo na vybraném vzorku provedeno srovnání magnetických částic P(HEMA-co-

GMA) s dalšími magnetickými nosiči. DNA byla izolována testovanými magnetickými 
částicemi z lyzátĤ brokolice v CTAB pufru bez pĜídavku chloroform-oktanolu (1), 

s pĜídavkem chloroform-oktanolu (2) a s pĜídavkem chloroform-oktanolu a isopropanolu (3). 

DNA byla eluována do 50 l TE pufru a analyzována spektrofotometricky a pomocí PCR. 

5.4.1 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA 

Dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.4 bylo provedeno spektrofotometrické 
stanovení. Souhrnné výsledky jsou uvedeny v Tabulce 9. Na Obrázku 21 – Obrázku 24 jsou 

graficky znázornČna absorpční spektra izolovaných DNA. 

Tabulka 9: Spektrofotometrické stanovení koncentrace rostlinné DNA izolované z brokolice 

magnetickými nosiči ze 100 mg homogenátĤ s pĜídavkem 1, 2, 3 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

 

Magnetické 
částice 

1 2 3 
c  

(ng/µl) 
mcelk. 

(ng) 
A260nm A280nm 

A260nm/ 

A280nm 

A260nm/ 

A230nm 

P(HEMA-

co-GMA) 

+ - - 23,5 1174 0,47 0,32 1,46 1,66 

+ + - 25,4 1270 0,51 0,35 1,45 1,14 

+ + + 21,5 1075 0,43 0,30 1,44 1,60 

P(HEMA-

co-GMA) 

NH2 

+ - - 63,1 3155 1,26 0,92 1,37  0,93 

+ + - 61,2 3060 1,23 0,91 1,35 1,19 

+ + + 42,6 2130 0,85 0,60 1,43 1,74 

PLL 
+ - - 15,1 755 0,30 0,18 1,65 1,47 

+ + - 16,0 800 0,32 0,21 1,56  3,35 

+ + + 7,5 375 0,15 0,12 1,25 - 

PGMA ox 
+ - - 14,7 735 0,29 0,120 1,50 1,33 

+ + - 15,6 780 0,31 0,25 1,25 0,90 

+ + + 0,8 40 0,02 0,02 0,77 - 
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Obrázek 21: Absorpční spektra DNA izolované pomocí magnetického nosiče P(HEMA-co-GMA) 

Obrázek 22: Absorpční spektra DNA izolované pomocí magnetického nosiče P(HEMA-co-GMA)NH2 

Obrázek 23:Absorpční spektra DNA izolované pomocí magnetického nosiče PLL 

 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 

 

Homogeát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 

 

Homogeát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 
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Obrázek 24: Absorpční spektra DNA izolované pomocí magnetického nosiče PGMA ox 

 Byly zjištČny rozdíly mezi nosiči v množství izolované DNA. 

 Nejvyšší množství DNA izolované z brokolice magnetickým nosičem P(HEMA-co-GMA) 

byla 25,4 ng, Množství DNA izolované pomocí magnetických mikročástic P(HEMA-co-

GMA) NH2 byla 63,1 ng, izolace pomocí nanočástic PLL byla 16,0 ng a pomocí PGMA ox 
byla 15,6 ng. 

 Nejvyšší hodnota pomČru A260nm/A280nm byla 1,65 s použitím nosičĤ PLL. 

5.4.2 OvČĜení kvality izolované DNA metodou PCR 

Z  DNA izolovaných z brokolice uvedených v Tabulce 9 byly pĜipraveny smČsi pro 
PCR s 2 l DNA matrice a provedena PCR dle postupĤ uvedených v kapitole 4.5.7. Produkty 

PCR byly detegovány pomocí agarózové gelové elektroforézy na 1,2% agaróze. 

  

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 
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5.4.2.1 PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev 

V PCR byly amplifikovány produkty PCR o délce 700 bp. Výsledky jsou uvedeny na 
Obrázku 25. 

 

BČh DNA 
Magnetické 

částice 
1 2 3 

DNA (ng)/PCR 

smČs 

Detekce 

produktĤ PCR 

1 

b
ro

k
o
li

ce
 

P(HEMA-co-

GMA) 

+ - - 47 ++ 

2 + + - 51 ++ 

3 + + + 43 + 

4 
P(HEMA-co-

GMA) NH2 

+ - - 126 + 

5 + + - 122 +++ 

6 + + + 85 ++ 

7 
PLL 

+ - - 30 +++ 

8 + + - 32 +++ 

9 + + + 15 ++ 

10 
PGMA ox 

+ - - 29 ++ 

11 + + - 31 + 

12 + + + 2 + 

13 PK       +++ 

14 standard      100 bp žebĜíček 

15 NK      - 

Obrázek 25: Agarózová gelová elektroforéza produktĤ PCR s využitím primerĤ 18S_for a 5,8S_rev 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

+, ++, +++: detekce produktu PCR rĤzné intenzity, NK – negativní kontrola 

PK – pozitivní kontrola – B. oleracea (10 ng/l) 

 DNA byla amplifikována ve všech pĜípadech. 

 IntenzivnČjší produkty byly u PCR, v nichž se amplifikovala DNA izolována pomocí 
nosičĤ PLL a P(HEMA-co-GMA)NH2. 
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5.4.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev 

V PCR byly amplifikovány produkty PCR o délce 220 bp. Výsledky jsou uvedeny na 
Obrázku 26. 

 

BČh DNA 
Magnetické 

částice 
1 2 3 

DNA 

(ng)/PCR 

smČs 

Detekce produktĤ 
PCR 

1 

b
ro

k
o
li

ce
 

P(HEMA-co-

GMA) 

+ - - 47 ++ 

2 + + - 51 - 

3 + + + 43 ++ 

4 
P(HEMA-co-

GMA) NH2 

+ - - 126 ++ 

5 + + - 122 + 

6 + + + 85 ++ 

7 
PLL 

+ - - 30 ++ 

8 + + - 32 - 

9 + + + 15 ++ 

10 
PGMA ox 

+ - - 29 ++ 

11 + + - 31 - 

12 + + + 2 ++ 

13 PK      +++ 

14 standard      100 bp žebĜíček 

15 NK      - 

Obrázek 26: Agarózová gelová elektroforéza produktĤ PCR s využitím primerĤ 26S_for a 26S_rev 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

+, ++, +++: detekce produktu PCR rĤzné intenzity, NK – negativní kontrola 

PK – pozitivní kontrola – B. oleracea (10 ng/l) 

 U PCR s využitím primerĤ 26S_for a 26S_rev nebyly detegovány produkty PCR 

u DNA vyizolované z homogenátĤ s pĜídavkem organického rozpouštČdla chloroform-

oktanolu. 
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5.5 Izolace rostlinné DNA z bulvy cibule magnetickými nosiči 
DNA byla izolována z lyzátĤ bulvy cibule v CTAB pufru z homogenátĤ bez pĜídavku 

chloroform-oktanolu (1), s pĜídavkem chloroform-oktanolu (2) a s pĜídavkem chloroform-

oktanolu a isopropanolu (3) pomocí čtyĜ druhĤ magnetických nosičĤ. 

5.5.1 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA 

Dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.4 bylo provedeno spektrofotometrické 
stanovení. Výsledky jsou uvedeny v Tabulce 10. Na Obrázku 27 – Obrázku 30 jsou graficky 

znázornČna absorpční spektra izolovaných DNA. 

Tabulka 10: Spektrofotometrické stanovení koncentrace rostlinné DNA izolované z bulvy cibule 

magnetickými nosiči ze 100 mg homogenátĤ s pĜídavkem 1, 2, 3 

Magnetické 
částice 

1 2 3 
c  

(ng/µl) 
mcelk. 

(ng) 
A260nm A280nm 

A260nm/ 

A280nm 

A260nm/ 

A230nm 

P(HEMA-

co-GMA) 

+ - - 8,4 420 0,17 0,14 1,23 - 

+ + - 1,8 90 0,04 - - 0,45 

+ + + 32,3 1615 0,65 0,50 1,30 2,94 

P(HEMA-

co-GMA) 

NH2 

+ - - 11,3 565 0,23 0,15 1,55 0,51 

+ + - 7,0 350 0,14 0,10 1,43 1,55 

+ + + 8,8 440 0,18 0,13 1,35 2,62 

PLL 
+ - - 6,7 335 0,14 0,08 1,60 1,04 

+ + - 3,8 190 0,08 0,07 1,11 -  

+ + + 0,8 40 0,02 0,01 3,06 - 

PGMA ox 
+ - - 46 2300 0,92 0,68 1,35 1,52 

+ + - 123 6150 2,46 1,83 1,34 1,48 

+ + + 107,5 5375 2,15 1,62 1,33 1,68 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

Obrázek 27: DNA izolované pomocí magnetického nosiče P(HEMA-co-GMA) 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 
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Obrázek 28: Absorpční spektra DNA izolované pomocí magnetického nosiče P(HEMA-co-GMA)NH2 

Obrázek 29:Absorpční spektra DNA izolované pomocí magnetického nosiče PLL 

Obrázek 30: Absorpční spektra DNA izolované pomocí magnetického nosiče PGMA ox 

 Nejvyšší koncentrace DNA izolované z bulvy cibule byla magnetickým nosičem 
P(HEMA-co-GMA) jako 32,3 ng/l, Množství DNA izolované pomocí magnetických 
mikročástic P(HEMA-co-GMA) NH2 byla 11,3 ng/l, izolace pomocí nanočástic PLL byla 
6,7 ng/l a pomocí PGMA ox byla 123 ng/l. 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 

 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 

 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 

 



49 

 

 Nejvyšší hodnota pomČru A260nm/A280nm byla 1,60 s použitím nosičĤ PLL. 

5.5.2 OvČĜení kvality izolované DNA metodou PCR 

Z DNA z bulvy cibule uvedených v Tabulce 10 byly pĜipraveny smČsi s 2 l DNA 

matrice pro PCR a provedena PCR dle postupĤ uvedených v kapitole 4.5.7. Produkty PCR 

byly detegovány pomocí agarózové gelové elektroforézy na 1,2% agaróze. 
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5.5.2.1 PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev 

V PCR se amplifikovaly produkty PCR o délce 700 bp. Výsledky jsou uvedeny na 
Obrázku 31. 

 
 

BČh 
DNA 

Magnetické 
částice 

1 2 3 
DNA (ng)/PCR 

smČs 

Detekce 

produktĤ PCR 

1 

b
u
lv

a 
ci

b
u
le

 

P(HEMA-co-

GMA) 

+ - - 17 +++ 

2 + + - 4 +++ 

3 + + + 65 +++ 

4 
P(HEMA-co-

GMA) NH2 

+ - - 23 +++ 

5 + + - 14 ++ 

6 + + + 18 - 

7 
PLL 

+ - - 13 ++ 

8 + + - 8 - 

9 + + + 2 + 

10 
PGMA ox 

+ - - 92 +++ 

11 + + - 246 - 

12 + + + 215 ++ 

13 PK      +++ 

14 standard      100 bp žebĜíček 

15 NK      - 

Obrázek 31: Agarózová gelová elektroforéza produktĤ PCR s využitím primerĤ 18S_for a 5,8S_rev 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

+, ++, +++: detekce produktu PCR rĤzné intenzity, NK – negativní kontrola 

PK – pozitivní kontrola – B. oleracea (10 ng/l) 

 VČtšina produktĤ PCR byla detegována. PCR produkty velmi vysoké intenzity byly 
detegovány po amplifikaci DNA izolované s využitím mikročástic P(HEMA-co-GMA). 
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5.5.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev 

V PCR byly amplifikovány produkty PCR o délce 220 bp. Výsledky jsou uvedeny na 

Obrázku 32. 

 

BČh DNA 
Magnetické 

částice 
1 2 3 

DNA (ng)/PCR 

smČs 

Detekce 

produktĤ PCR 

1 

b
u
lv

a 
ci

b
u
le

 

P(HEMA-co-

GMA) 

+ - - 17 ++ 

2 + + - 4 + 

3 + + + 65 + 

4 
P(HEMA-co-

GMA) NH2 

+ - - 23 + 

5 + + - 14 + 

6 + + + 8 + 

7 
PLL 

+ - - 13 - 

8 + + - 8 - 

9 + + + 2 - 

10 
PGMA ox 

+ - - 92 ++ 

11 + + - 246 - 

12 + + + 215 - 

13 PK      + 

14 standard      100 bp žebĜíček 

15 NK      - 

Obrázek 32: Agarózová gelová elektroforéza produktĤ PCR s využitím primerĤ 26S_for a 26S_rev 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

+, ++, +++: detekce produktu PCR rĤzné intenzity, NK – negativní kontrola 

PK – pozitivní kontrola – B. oleracea (10 ng/l) 

 Ve vČtšinČ pĜípadĤ nebyly detegovány produkty PCR. Slabé produkty PCR lze pozorovat 
po amplifikaci DNA izolovaných s využitím nosičĤ P(HEMA-co-GMA), P(HEMA-co-

GMA) NH2 a PGMA ox. 

 DNA se amplifikovala za vzniku slabých produktĤ PCR (s výjimkou DNA izolované 
částicemi PLL). 
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5.6 Izolace rostlinné DNA z cibulové natČ magnetickými nosiči 
DNA byla izolována z lyzátĤ cibulové natČ v CTAB pufru z homogenátĤ bez pĜídavku 

chloroform-oktanolu (1), s pĜídavkem chloroform-oktanolu (2) a s pĜídavkem 

chloroform-oktanolu a isopropanolu (3) pomocí čtyĜ druhĤ magnetických nosičĤ. 

5.6.1 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA 

Dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.4 bylo provedeno spektrofotometrické 
stanovení. Výsledky jsou uvedeny v Tabulce 11. Na Obrázku 33 – Obrázku 36 jsou graficky 

znázornČna absorpční spektra izolovaných DNA. 

Tabulka 11: Spektrofotometrické stanovení koncentrace rostlinné DNA izolované z cibulové natČ 
magnetickými nosiči ze 100 mg homogenátĤ s pĜídavkem 1, 2, 3 

Magnetické 
částice 

1 2 3 
c  

(ng/µl) 
mcelk. 

(ng) 
A260nm A280nm 

A260nm/ 

A280nm 

A260nm/ 

A230nm 

P(HEMA-

co-GMA) 

+ - - 44,9 2245 0,90 0,56 1,59 1,36 

+ + - 4,5 225 0,09 0,08 1,17 - 

+ + + 43,9 2195 0,88 0,71 1,24 1,97 

P(HEMA-

co-GMA) 

NH2 

+ - - 7,3 365 0,15 0,11 1,28 - 

+ + - 2,5 125 0,05 0,07 0,75 - 

+ + + 2,0 100 0,04 0,06 0,64 - 

PLL 
+ - - 14,3 715 0,29 0,19 1,52 1,13 

+ + - 3,1 155 0,06 0,03 1,94 - 

+ + + 0,5 25 0,01 0,01 0,76 - 

PGMA ox 
+ - - 109,7 5485 2,19 1,60 1,37 1,30 

+ + - 127,7 6385 2,55 1,94 1,32 1,46 

+ + + 125,5 6275 2,51  1,87 1,34 1,46 
Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

 
Obrázek 33: Absorpční spektra DNA izolované pomocí magnetického nosiče P(HEMA-co-GMA) 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 
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Obrázek 34: Absorpční spektra DNA izolované pomocí magnetického nosiče P(HEMA-co-GMA)NH2 

Obrázek 35:Absorpční spektra DNA izolované pomocí magnetického nosiče PLL 

Obrázek 36: Absorpční spektra DNA izolované pomocí magnetického nosiče PGMA ox 

 Nejvyšší množství DNA izolované z cibulové natČ bylo získáno magnetickými 
nanočásticemi PGMA ox z homogenitu pĜipraveného s pĜídavkem chloroform-oktanolu 

jako 127,7 ng. 

 Nejvyšší hodnota pomČru A260nm/A280nm byla 1,94 u DNA izolované s použitím nanočástic 
PLL pokrytých polylysinem PLL. 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 

 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 

 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 
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5.6.2 OvČĜení kvality izolované DNA metodou PCR 

Z vyizolovaných DNA z brokolice uvedených v Tabulce 11 byly pĜipraveny smČsi 
s 2 l DNA matrice pro PCR a provedena PCR dle postupĤ uvedených v kapitole 4.5.7. 

Produkty PCR byly detegovány pomocí agarózové gelové elektroforézy na 1,2% agaróze. 

5.6.2.1 PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev 

V PCR byly amplifikovány produkty PCR o délce 700 bp. Výsledky jsou uvedeny na 
Obrázku 37. 

 

BČh DNA 
Magnetické 

částice 
1 2 3 

DNA (ng)/PCR 

smČs 

Detekce 

produktĤ PCR 

1 

ci
bu

lo
vá

 n
ať

 

P(HEMA-co-

GMA) 

+ - - 90 +++ 

2 + + - 9 - 

3 + + + 88 ++ 

4 
P(HEMA-co-

GMA) NH2 

+ - - 15 ++ 

5 + + - 5 - 

6 + + + 4 - 

7 
PLL 

+ - - 29 +++ 

8 + + - 6 + 

9 + + + 1 - 

10 
PGMA ox 

+ - - 219 +++ 

11 + + - 255 - 

12 + + + 251 - 

13 PK      +++ 

14 standard      100 bp žebĜíček 

15 NK      - 

Obrázek 37: Agarózová gelová elektroforéza produktĤ PCR s využitím primerĤ 18S_for a 5,8S_rev 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

+, ++, +++: detekce produktu PCR rĤzné intenzity, NK – negativní kontrola 

PK – pozitivní kontrola – B. oleracea (10 ng/l) 

 Byly detegovány produkty PCR po amplifikaci DNA izolované z homogenátĤ s lyzačním 
pufrem s CTAB (1). 
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5.6.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev 

V PCR byly amplifikovány produkty PCR o délce 220 bp. Výsledky jsou uvedeny na 

Obrázku 38. 

 

BČh DNA 
Magnetické 

částice 
1 2 3 

DNA (ng)/PCR 

smČs 

Detekce 

produktĤ PCR 

1 

ci
bu

lo
vá

 n
ať

 

P(HEMA-co-

GMA) 

+ - - 90 + 

2 + + - 9 - 

3 + + + 88 + 

4 
P(HEMA-co-

GMA) NH2 

+ - - 15 - 

5 + + - 5 + 

6 + + + 4 - 

7 
PLL 

+ - - 29 - 

8 + + - 6 - 

9 + + + 1 - 

10 
PGMA ox 

+ - - 219 - 

11 + + - 255 - 

12 + + + 251 - 

13 PK      ++ 

14 standard      100 bp žebĜíček 

15 NK      - 

Obrázek 38: Agarózová gelová elektroforéza produktĤ PCR s využitím primerĤ 26S_for a 26S_rev 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

+, ++, +++: detekce produktu PCR rĤzné intenzity, NK – negativní kontrola 

PK – pozitivní kontrola – B. oleracea (10 ng/l) 

 Byly detegovány pouze produkty PCR izolovaných DNA po amplifikaci s využitím nosičĤ 
P(HEMA-co-GMA) a P(HEMA-co-GMA) NH2. 

5.7 Izolace rostlinné DNA z potravinových výrobkĤ  
Pro izolaci rostlinné DNA bylo odváženo 100 mg výrobkĤ. DNA byla izolována 

z lyzátu v CTAB pufru bez pĜídavku chloroform-oktanolu (1), s pĜídavkem chloroform-

oktanolu (2) a s pĜídavkem chloroform-oktanolu a isopropanolu (3). K izolaci DNA z výrobku 



56 

 

byly vybrány dva magnetické nosiče: PLL a PGMA ox. DNA byla eluována do 50 l TE 

pufru a analyzována spektrofotometricky a pomocí PCR. 

5.7.1 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA 

Dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.4 bylo provedeno spektrofotometrické stanovení 
koncentrace a čistoty izolované DNA. Výsledky jsou uvedeny v Tabulce 12. Na Obrázku 39 – 

Obrázku 42 jsou graficky znázornČna absorpční spektra izolovaných DNA. 

Tabulka 12: Spektrofotometrické stanovení koncentrace rostlinné DNA izolované z potravinových 

výrobkĤ magnetickými nosiči ze 100 mg homogenátĤ s pĜídavkem 1, 2, 3 

DNA 
Mag. 

částice 
1 2 3 

c  

(ng/µl) 
mcelk. 

(ng) 
A260nm A280nm 

A260nm/ 

A280nm 

A260nm/ 

A230nm 

Fr
an

co
uz

sk
á 

po
m

az
án

ka
 

PLL 

+ - - 73,1 3655 1,46 0,71 2,07 2,78 

+ + - 56,2 2810 1,12 0,57 1,96 0,72 

+ + + 5,5 275 0,11 0,10 1,16 - 

PGMA 

ox 

+ - - 32,1 1605 0,64 0,44 1,45 2,88 

+ + - 16,9 845 0,34 0,25 1,34 6,00 

+ + + 10,1 505 0,20 0,17 1,16 - 

V
aj

íč
ko

vá
 

po
m

az
án

ka
 

PLL 

+ - - 25,2 1260 0,50 0,47 1,07 0,34 

+ + - 27,5 1375 0,55 0,50 1,10 0,39 

+ + + 3,0 150 0,06 0,12 0,50 1,74 

PGMA 

ox 

+ - - 32,8 1640 0,66 0,59 1,11 0,63 

+ + - 29,5 1475 0,59 0,49 1,21 0,71 

+ + + 18,0 900 0,36 0,29 1,26 1,61 
Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

 
Obrázek 39: Absorpční spektra DNA izolované z Francouzské pomazánky pomocí magnetického 

nosiče PLL  

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 
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Obrázek 40: Absorpční spektra DNA izolované z Francouzské pomazánky pomocí magnetického 
nosiče PGMA ox  

Obrázek 41:Absorpční spektra DNA izolované z Vajíčkové pomazánky pomocí magnetického nosiče 

PLL 

Obrázek 42: Absorpční spektra DNA izolované z Vajíčkové pomazánky pomocí magnetického nosiče 
PGMA ox 

 Vhodné nosiče pro izolaci DNA z Francouzské rostlinné pomazánky jsou PLL. Nejvyšší 
množství izolované DNA je 73,1 ng/l. Izolovaná DNA dosahovala hodnot A260nm/A280nm 

1,96. 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 

 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 

 

Homogenát:  
1 - CTAB pufr 

2 - pĜídavek chloroform-oktanolu 

3 - pĜídavek isopropanolu 
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 Vhodnými magnetickými nosiči pro izolaci DNA z Vajíčkové pomazánky byly magnetické 
mikročástice PGMA ox, díky kterým se podaĜilo vyizolovat DNA o koncentraci 
32,8 ng/l. PomČr A260nm/A280nm 1,45. 

 Byly zjištČny rozdíly mezi nosiči v množství i čistotČ izolované DNA. 

5.7.2 OvČĜení kvality izolované DNA metodou PCR 

Z DNA izolovaných z potravinových výrobkĤ uvedených v Tabulce 12, byly 

pĜipraveny smČsi s 2 l DNA matrice pro PCR a provedena PCR dle postupĤ uvedených 
v kapitole 4.5.7. Produkty PCR byly detegovány pomocí agarózové gelové elektroforézy na 
1,2% agaróze. 
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5.7.2.1 PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev 

V PCR byly amplifikovány produkty PCR o délce 700 bp. Výsledky jsou uvedeny na 
Obrázku 43 a Obrázku 44. 

 

BČh DNA 
ěedČní 

10x 

Magnetické 
částice 

1 2 3 

DNA 

(ng)/PCR 

smČs 

Detekce 

produktĤ PCR 

1 

Francouzská 
pomazánka 

- 

PLL 

+ - - 146 + 

2 +     + 

3 - + + - 112 + 

4 +     - 

5 - + + + 11 - 

6 +     + 

7 - 

PGMA ox 

+ - - 64 - 

8 +     + 

9 - + + - 34 - 

10 +     + 

11 - + + + 20 - 

12 +     ++ 

13 PK       +++ 

14 standard       100 bp žebĜíček 

15 NK       - 

Obrázek 43: Agarózová gelová elektroforéza produktĤ PCR amplifikovaných z Francouzské 
pomazánky s využitím primerĤ 18S_for a 5,8S_rev 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

+, ++, +++: detekce produktu PCR rĤzné intenzity, NK – negativní kontrola 

PK – pozitivní kontrola – B. oleracea (10 ng/l) 

 PĜevážnČ byly detegovány produkty PCR po amplifikaci u 10x zĜedČných vzorkĤ DNA. 
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BČh DNA 
ěedČní 

10x 

Magnetické 
částice 

1 2 3 

DNA 

(ng)/PCR 

smČs 

Detekce 

produktĤ PCR 

1 

Vajíčková 
pomazánka 

- 

PLL 

+ - - 50 ++ 

2 + + - -  ++ 

3 - + + - 55 ++ 

4 + + + -  - 

5 - + + + 6 - 

6 + + + +  - 

7 - 

PGMA ox 

+ - - 66 + 

8 + + - -  - 

9 - + + - 59 ++ 

10 + + + -  - 

11 - + + + 36 ++ 

12 + + + +  - 

13 PK       + 

14 standard       100 bp žebĜíček 

15 NK       - 

Obrázek 44: Agarózová gelová elektroforéza produktĤ PCR amplifikovaných z Vajíčkové pomazánky 
s využitím primerĤ 26S_for a 26S_rev 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

+, ++, +++: detekce produktu PCR rĤzné intenzity, NK – negativní kontrola 

PK – pozitivní kontrola – B. oleracea (10 ng/l) 

 U Vajíčkové pomazánky byly detegovány produkty PCR po amplifikaci u neĜedČných 
vzorkĤ DNA. 
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5.7.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev 

V PCR byly amplifikovány produkty PCR o délce 220 bp. Výsledky jsou uvedeny na 
Obrázku 45 a Obrázku 46. 

 

BČh DNA 
ěedČní 

10x 

Magnetické 
částice 

1 2 3 

DNA 

(ng)/PCR 

smČs 

Detekce 

produktĤ PCR 

1 

Francouzská 
pomazánka 

- 

PLL 

+ - - 146 +++ 

2 + + - -  ++ 

3 - + + - 112 ++ 

4 + + + -  ++ 

5 - + + + 11 ++ 

6 + + + +  ++ 

7 - 

PGMA ox 

+ - - 64 +++ 

8 + + - -  + 

9 - + + - 34 + 

10 + + + -  + 

11 - + + + 20 ++ 

12 + + + +  - 

13 PK       +++ 

14 standard       100 bp žebĜíček 

15 NK       - 

Obrázek 45: Agarózová gelová elektroforéza produktĤ PCR amplifikovaných z Francouzské 
pomazánky s využitím primerĤ 26S_for a 26S_rev 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

+, ++, +++: detekce produktu PCR rĤzné intenzity, NK – negativní kontrola 

PK – pozitivní kontrola – B. oleracea (10 ng/l) 

 VČtšina produktĤ byla detegována po amplifikaci neĜedČné a ĜedČné DNA. 

 Produkty PCR vČtší intenzity byly detegovány po amplifikaci DNA izolované 
nanočásticemi PLL v závislosti na množství DNA v PCR smČsi. 
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BČh DNA 
ěedČní 

10x 

Magnetické 
částice 

1 2 3 

DNA 

(ng)/PCR 

smČs 

Detekce 

produktĤ PCR 

1 

Vajíčková 
pomazánka 

- 

PLL 

+ - - 50 ++ 

2 + + - -  + 

3 - + + - 55 +++ 

4 + + + -  ++ 

5 - + + + 6 +++ 

6 + + + +  ++ 

7 - 

PGMA ox 

+ - - 66 +++ 

8 + + - -  ++ 

9 - + + - 59 ++ 

10 + + + -  + 

11 - + + + 36 + 

12 + + + +  + 

13 PK       +++ 

14 standard       100 bp žebĜíček 

15 NK       - 

Obrázek 46: Agarózová gelová elektroforéza produktĤ PCR amplifikovaných z Vajíčkové pomazánky 
s využitím primerĤ 26S_for a 26S_rev 

Homogenát: 1 - CTAB pufr, 2 - pĜídavek chloroform-oktanolu, 3 – pĜídavek isopropanolu 

+, ++, +++: detekce produktu PCR rĤzné intenzity, NK – negativní kontrola 

PK – pozitivní kontrola – B. oleracea (10 ng/l) 

 Po amplifikaci DNA izolované z Vajíčkové pomazánky byly detegovány produkty PCR. 

 Lze pozorovat rozdíly v intenzitČ produktĤ PCR u 10x zĜedČných DNA, ve srovnání 
s neĜedČnou DNA v závislosti na rĤzném množství DNA/PCR smČs. 
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5.8 OvČĜení intaktnosti DNA 

5.8.1 Izolace DNA magnetickým nosičem P(HEMA-co-GMA) 

Dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.4 byla kvalita pĜesrážené DNA provČĜena 
spektrofotometricky. Výsledky jsou uvedeny v Tabulce 13. Na Obrázku 47 jsou graficky 

znázornČna absorpční spektra izolovaných DNA. 

Tabulka 13: Spektrofotometrické stanovení koncentrace rostlinné DNA izolované magnetickými 
nosiči ze 100 mg lyzátu 

DNA 
c  

(ng/µl) A260nm A280nm 
A260nm/ 

A280nm 

A260nm/ 

A230nm 

brokolice nízká koncentrace DNA - - 0,95 2,90 

nať cibule 18,7 0,38 0,28 1,36 0,52 

cibule bulva nízká koncentrace DNA - - 1,13 0,47 

 

Obrázek 47: Absorpční spektra pĜesrážené rostlinné DNA 

 Rostlinná DNA nebyla úspČšnČ pĜesrážena. 

 Koncentrace rostlinné DNA nemohla být vzhledem ke kvalitČ zmČĜeného spektra 
vyhodnocena. 

 Gelová elektroforéza DNA nebyla provádČna. 

5.8.2 S využitím rĤzných druhĤ nosičĤ 

Dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.4 byla kvalita pĜesrážené DNA ovČĜena 
spektrofotometricky. Pro ovČĜení intaktnosti byla použita DNA z jednotlivých produktĤ 
izolovaná všemi magnetickými nosiči. Vzorky DNA vzhledem k nízké koncentraci DNA byly 
smíchány dohromady. Výsledky pĜed srážením a po srážení DNA jsou uvedeny v Tabulce 14. 

Na Obrázku 48 a Obrázku 49 jsou graficky znázornČna absorpční spektra izolovaných DNA. 
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Tabulka 14: Spektrofotometrické stanovení koncentrace rostlinné DNA magnetickými nosiči ze 100 
mg lyzátu 

DNA Stav 
c  

(ng/µl) A260nm A280nm 
A260nm/ 

A280nm 

A260nm/ 

A230nm 

brokolice 

pĜed 

26,9 0,54 0,41 1,33 1,19 

cibule bulva 32,2 0,64 0,49 1,31 1,66 

nať cibule 46,6 0,93 0,71 1,32 1,33 

brokolice 

po 

12,7 0,25 0,20 1,30 0,51 

cibule bulva 11,5 0,23 0,18 1,26 0,51 

nať cibule 18,7 0,38 0,21 1,75 1,18 

 

Obrázek 48: Absorpční spektra pĤvodní rostlinné DNA 

 

Obrázek 49: Absorpční spektra pĜesrážené rostlinné DNA 

 Rostlinná DNA nebyla úspČšnČ pĜesrážena. 

 Ze spektrofotometrického stanovení je patrné, že vČtší koncentrace DNA byly pĜed 
srážením. 
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5.8.2.1 Gelová elektroforéza 

Pomocí agarózové gelové elektroforézy na 0,8% agaróze byla ovČĜena pĜítomnost 
izolované rostlinné DNA. Na gel bylo nanášeno 20 l DNA. Jako standard bylo použito 
známé množství DNA fága . Výsledky jsou uvedeny na Obrázku 50. 

 

BČh DNA DNA (ng) Detekce DNA 

1  DNA  100
 

+ 

2  DNA 50 + 

3  DNA 25 + 

4  DNA 10 + 

5 brokolice 254 - 

6 bulva cibule 230 - 

7 cibulová nať 374 + 

Obrázek 50: Izolovaná rostlinná DNA na 0,8% agaróze 

 V relativnČ intaktní formČ byla detegována DNA izolována z cibulové natČ. Značná část 
DNA izolovaná z brokolice a bulvy cibule byla degradovaná a vizualizovaná jako 
nízkomolekulární DNA. 
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5.9 Testování rĤzných množství DNA v separačních smČsích s 8% PEG 

Bylo provedeno ovČĜení možnosti schopnosti zakoncentrování DNA pomocí 
magnetických nanočástic PLL o koncentraci 0,1 mg/ml. Podle postupu uvedeného v kapitole 
4.5.6 bylo provedeno spektrofotometrické stanovení. Výsledky jsou uvedeny v Tabulce 15. 

Na Obrázku 51 jsou graficky znázornČna absorpční spektra izolovaných DNA. 

Tabulka 15:Spektrofotometrické stanovení koncentrace DNA z telecího brzlíku zakoncentrovaná 

rĤznými magnetickými nosiči 

Mag. 

částice 
SmČs 

Objem (l) 

DNA TT 

(25 ng/l) 

mcelk. 

DNA 

(l) 

c 

(ng/µl) 
mcelk. 

(ng) 

Návratnost 
(%) 

Zakoncen-

trováno 

PLL 
1 300 7500 68,7 6870 92 2,7x 

2 150 3750 42,5 4250 113 1,7x 

3 75 1875 8,6 860 46 0,3x 

 

Obrázek 51: Absorpční spektra DNA telecího brzlíku 

 U první separační smČsi s množstvím TT DNA 300 l (objem separační smČsi 1000 l) a 

druhé separační smČsi s množstvím TT DNA 150 l (objem separační smČsi 500 l) došlo 
k zakoncentrování DNA.  
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6 DISKUZE  

6.1 PĜíprava rostlinného materiálu pro analýzu 

Z 0,1 g rostlinné tkánČ byla metodou pĜímé homogenizace z homogenátĤ (lyzátĤ 
bunČk) v roztoku s CTAB (1), CTAB s pĜídavkem chloroform-oktanolu (2) a s CTAB 

s pĜídavkem chloroform-oktanolu a isopropanolu (3) provedena izolace. Modifikována 
metoda s CTAB se využívá pro izolaci rostlinné DNA, která obsahuje velké množství 
polysacharidĤ, proteinĤ a polyfenolĤ [50]. U vzorkĤ, ke kterým byl po homogenizaci pĜidán 
chloroform-oktanol, došlo k oddČlení fází. 

6.2 Izolace rostlinné DNA magnetickým nosičem P(HEMA-co-GMA) 

DNA byla izolována z rĤznČ pĜipravených lyzátĤ bunČk (homogenátĤ) s použitím 
magnetického nosiče P(HEMA-co-GMA. Pro zjištČní koncentrace a čistoty rostlinné DNA 
bylo provedeno mČĜení absorbance na NanoDropu 2000 v rozmezí vlnových délek 230 – 

320 nm. Pro čistou DNA (vhodnou pro další použití pĜi amplifikaci) by pomČr A260nm/A280nm 

mČl být 1,8 – 2,0. Pokud je pomČr absorbancí nižší než 1,8, je zde znečištČní proteiny, je-li 

pomČr vyšší jak 2,0, DNA je znečištČna RNA [28]. Dalším ukazatelem čistoty DNA je pomČr 
A230nm/A260nm, který by mČl být v rozmezí 1,8-2,2. Pokud se namČĜená hodnota liší, DNA je 
znečištČna solemi, fenoly, polysacharidy nebo proteiny [51]. Dle získaných výsledkĤ, 
uvedených v Tabulce 7 bylo zjištČno, že nejvyšší namČĜená koncentrace DNA byla 
u brokolice z homogenátu pĜipraveném v  roztoku CTAB s pĜídavkem chloroform-oktanolu. 

Koncentrace byla 17,2 ng/µl. PomČr absorbancí pĜi vlnových délkách A260nm/A280nm byl 1,74. 

Nejvyšší čistotu mČla DNA izolovaná z cibulové natČ, kde pomČr absorbancí byl 1,8. 
Koncentrace tohoto vzorku DNA byla 13,2 ng/l. Bylo zjištČno, že i u ostatních 
analyzovaných vzorkĤ mČl pĜídavek chloroform-oktanolu pĜíznivý vliv. Absorpční spektra 
ukazují, že DNA izolovaná ze všech rostlinných tkání byla znečištČna proteiny či polyfenoly. 
Proteiny mají absorpční maxium pĜi 280 nm a polyfenoly absorbují pĜi 240-280 nm, tudíž 
hodnoty absorbancí a koncentrací mohou být vyšší díky tČchto látek [48, 49].  Po amplifikaci 

byly ale produkty PCR ve vČtšinČ pĜípadĤ detegovány. PĜi PCR, kde se amplifikovaly 
produkty o délce 700 bp (Obrázek 13) byly detegovány produkty PCR ve vysoké intenzitČ, 
tudíž nebyl pozorován vliv rĤzného zpĤsobu pĜípravy lyzátĤ bunČk (1, 2, 3). U PCR pĜi 
použití specifických primerĤ pro amplifikaci produktĤ o délce 220 bp (Obrázek 14) došlo 
k amplifikaci všech produktĤ pouze u neĜedČné DNA. Po vyĜedČní DNA bylo menší množství 
DNA izolované z natČ a bulvy cibule nedostatečné. Dále bylo ve spodní části 
elektroforeogramu možné pozorovat intenzivní pásy, které pĜedstavovaly dimery primerĤ. 
Samostatná DNA pĜi ovČĜení intaktnosti DNA byla degradovaná (Obrázek 15), a tudíž její 
značná část nebyla na gelu vizualizovaná. Tato degradace mohla mít rovnČž vliv na 
amplifikaci DNA. 
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6.3 Testování DNA po dlouhodobém uchovávání  
Chování DNA uchovávané po dobu 5 mČsícĤ pĜi -20 °C bylo testováno 

spektrofotometrickým stanovením a amplifikací metodou PCR. Z výsledkĤ uvedených 
v Tabulce 8 vyplývá, že nejvyšší namČĜená koncentrace DNA byla u DNA izolované z bulvy 

cibule po pĜídavku chloroform-oktanolu a isopropanolu. Koncentrace byla 32,9 ng/µl a pomČr 
absorbancí pĜi vlnových délkách A260nm/A280nm byl 1,36. Podobné výsledky poskytuje DNA 
izolována z brokolice a cibule pouze s využitím homogenátu s lyzačním roztokem CTAB. 

Žádný ze vzorkĤ DNA nedosahoval pomČru absorbancí hodnoty 1,8. Všechny vzorky byly 
znečištČny. NejvČtší čistoty dosáhla DNA izolovaná ze zelené cibulové natČ s pĜídavkem 
chloroform-oktanolu. U všech vzorkĤ DNA došlo ke zvýšení koncentrace DNA, zĜejmČ díky 
dlouhodobému rozpouštČní. Dlouhodobé skladování nemČlo vliv na amplifikovatelnost. 
Produkty PCR (28 – 66 ng/PCR smČs) výrazné intenzity byly detegovány po amplifikaci 

DNA u všech neĜedČných vzorkĤ. Produkty PCR (12 – 22 ng/PCR smČs) nízké intenzity byly 
detegovány po amplifikaci 10x zĜedČných vzorkĤ. U bulvy cibule, kde byla amplifikována 

10x zĜedČná DNA (7 ng/PCR smČs) a natČ cibule (11 ng/PCR smČs), nebyl produkt PCR 
detegován. Toto množství DNA ve smČsi pro PCR nebylo za daných experimentálních 
podmínek dostatečné pro detekci produktĤ PCR agarózovou elektroforézou. 

6.4 Izolace rostlinné DNA z rĤžičky brokolice magnetickými nosiči 

DNA byla izolována z rĤznČ pĜipravených lyzátĤ bunČk (homogenátĤ) pĜipravených 
z rĤžiček brokolice. Pro izolaci DNA byly použity magnetické mikročástice poly(2-

hydroxyethyl methakrylát-co-glycidyl methakrylátu) - P(HEMA-co-GMA), poly(2-

hydroxyethyl methakrylát-co-glycidyl methakrylátu) pokryté – NH2 skupinami - P(HEMA-

co-GMA) NH2, magnetické nanočástice oxidĤ železa pokryté poly(L.lysinem) - PLL a 

poly(glycidyl methakrylátu) - PGMA ox  pokryté karboxylovými skupinami.  

Pro zjištČní koncentrace a čistoty rostlinné DNA bylo provedeno spektrofotometrické 
stanovení. Nejvyšší koncentrace DNA byla u DNA z brokolice izolované s využitím 
magnetických nosičĤ P(HEMA-co-GMA) NH2 z homogenátu pouze roztoku CTAB. 

Koncentrace byla 63,1 ng/µl. PomČr absorbancí pĜi vlnových délkách A260nm/A280nm byl 1,37. 

Bylo zjištČno, že pĜídavek chloroform-oktanolu a isopropanolu nemá pĜíznivý vliv na 
množství izolované DNA. VýtČžky jsou závislé také na zvolených magnetických nosičích. 
Absorpční spektra ukazují, že DNA izolována z brokolice byla znečištČna proteiny, 

polyfenoly, pĜípadnČ dalšími látkami [7]. 

U amplifikace DNA s využitím primerĤ 18S_for a 5,8_rev s pĜedpokládaným 
produktem 700 bp (Obrázek 25) byly intenzivnČjší produkty PCR, pĜi kterých byla použita 
DNA izolována pomocí nosičĤ PLL a P(HEMA-co-GMA) NH2. U PCR s využitím primerĤ 
26S_for a 26S_rev pro produkty PCR o délce 220 bp (Obrázek 26) nebyly v nČkterých 
pĜípadech produkty PCR detegovány, zejména pĜi izolaci DNA z homogenátĤ, s pĜídavkem 
organického rozpouštČdla chloroform-oktanolu. Souvisí to zĜejmČ s koextrakcí nežádoucích 
látek [2]. 
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6.5 Izolace rostlinné DNA z bulvy cibule magnetickými nosiči 

DNA byla izolována z rĤznČ pĜipravených homogenátĤ/lyzátĤ bunČk (1, 2, 3) z bulvy 

cibule. Byly použity magnetické mikročástice P(HEMA-co-GMA, P(HEMA-co-GMA) NH2, 

PGMA ox a nanočástice PLL.  

Pro zjištČní čistoty a pro kvantifikaci rostlinné DNA bylo provedeno 
spektrofotometrické stanovení. Z výsledkĤ uvedených v Tabulce 10 je patrné, že nejvyšší 
namČĜená koncentrace DNA byla u DNA izolované s využitím magnetických nosičĤ PGMA 

ox z homogenátu s pĜídavkem chloroform-oktanolu. Koncentrace byla 123 ng/µl. PomČr 
absorbancí pĜi vlnových délkách A260nm/A280nm nesplĖoval v žádném z pĜípadĤ podmínku 
ohlednČ čistoty. Nejvíce se pomČrĤm 1,8 – 2,0 blížily výsledky, pĜi kterých byly u izolací 
použity magnetické nanočástice PLL. Nejvyšší čistotu pĜedstavoval vzorek, s pomČrem 

absorbancí 1,60. Bylo zjištČno, že výtČžky jsou závislé na zvolených magnetických nosičích a 
na pĜípravČ homogenátu. PĜídavek chloroform-oktanolu mČl pĜíznivý vliv pouze u částic 
PGMA ox a pĜídavek isopropanolu jen u nosiče P(HEMA-co-GMA). Absorpční spektra DNA 

ve vČtšinČ pĜípadĤ ukazují, že DNA izolována z bulvy cibule byla znečištČna dalšími látkami. 
Tyto látky mĤžou a nemusí ovlivĖovat prĤbČh PCR [32].  

PĜi PCR s využitím specifických primerĤ pro amplifikaci produktĤ PCR o délce 
700 bp (Obrázek 31) byly detegovány produkty PCR. PCR produkty vysoké intenzity byly 
detegovány po amplifikaci DNA izolované mikročásticemi P(HEMA-co-GMA), tudíž nebyl 
pozorován vliv rĤzného zpĤsobu pĜípravy homogenátĤ /lyzátĤ bunČk (1, 2, 3). U PCR, pĜi 
použití specifických primerĤ pro amplifikaci produktĤ o délce 220 bp (Obrázek 32), rovnČž 
došlo k amplifikaci DNA. Slabé produkty PCR byly detegovány po amplifikaci DNA 

izolované s použitím nosičĤ P(HEMA-co-GMA), P(HEMA-co-GMA) NH2 a PGMA ox 

z homogenátĤ v CTAB pufru. DNA izolovaná částicemi PLL se v PCR neamplifikovala. 

DNA bylo malé množství, pĜípadnČ byla znečištČna proteiny či polyfenoly, které s PCR 

interferovaly [46]. 

6.6 Izolace rostlinné DNA z cibulové natČ magnetickými nosiči 

DNA byla izolována z rĤzných homogenátĤ/lyzátĤ bunČk (1, 2, 3), pĜipravených 
z cibulové natČ. Byly použity magnetické mikročástice P(HEMA-co-GMA), P(HEMA-co-

GMA) NH2, PGMA ox a magnetické nanočástice PLL.  

Koncentrace a čistota rostlinné DNA byla stanovena spektrofotometricky. Nejvyšší 
namČĜená koncentrace DNA 127,7 ng/µl byla u DNA cibulové natČ izolované pomocí 
magnetických nosičĤ PGMA ox z homogenitu s pĜídavkem chloroform-oktanolu. Bylo 

zjištČno, že pĜídavek chloroform-oktanolu a isopropanolu mČl pĜíznivý vliv pouze u nosičĤ 
PGMA ox. VýtČžky DNA byly závislé na použitých magnetických nosičích. Absorpční 
spektra ukazují, že DNA izolována z cibulové natČ byla znečištČna proteiny a polyfenoly. 

U amplifikace záleželo zĜejmČ na množství izolované DNA. PĜi použití specifických 
primerĤ 26S_for a 26S_rev pro amplifikaci pĜedpokládaných produktĤ o délce 220 bp 

(Obrázek 38), nedošlo k amplifikaci produktĤ, když bylo ve smČsích PCR ménČ množství 
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DNA.  Byly detegovány pouze produkty PCR po amplifikaci s využitím nosičĤ P(HEMA-co-

GMA) a P(HEMA-co-GMA) NH2.  

6.7 Izolace rostlinné DNA z potravinových výrobkĤ 

Pro izolaci DNA ze dvou pomazánek obsahujících cibuli byly vybrány magnetické 
nosiče PGMA ox, kterými pĜi izolaci DNA z bulvy cibule bylo izolováno nejvČtší množství 
DNA. Pro porovnání byly vybrány i nosiče PLL, pĜi jejím použití byla zjištČna nejvČtší čistota 

vyizolované DNA. DNA byla izolována z homogenitu/lyzátĤ bunČk (1, 2, 3), pĜipravených 

z Francouzské rostlinné pomazánky a Vajíčkové domácí pomazánky. 

Pro zjištČní čistoty a množství vyizolované rostlinné DNA bylo provedeno 
spektrofotometrické stanovení. Z Tabulky 12 je patrné, že nejvyšší koncentrace DNA 
izolované z Francouzské pomazánky byla z homogenátĤ v CTAB pufru s využitím 
magnetických nosičĤ PLL. ZároveĖ takto izolovaná DNA s tČmito nosiči mČla pomČr 
absorbancí A260nm/A280nm 1,96 – 2,07 tj. nejvČtší čistotu DNA. Magnetické částice PLL jsou 
menší, a tudíž mají vČtší povrch umožĖující navázání velké množství ligandĤ [19]. U 

Vajíčkové pomazánky byla nejvyšší namČĜená koncentrace DNA s použitím nanočástic 
PGMA ox z homogenátu s CTAB. Bylo zjištČno, že výtČžky DNA jsou závislé na zvolených 
magnetických nosičích. Na kvantifikaci pĜídavek chloroform-oktanolu a isopropanolu k 

homogenátu nemČl vliv. Absorpční spektra potvrzují znečištČní nežádoucími látkami. 

NáslednČ po izolaci byla provedena amplifikace DNA metodou PCR. Po skončení 
PCR s využitím specifických primerĤ pro amplifikaci produktĤ PCR o délce 700 bp byla 

provedena detekce produktĤ PCR pomocí agarózové gelové elektroforézy. DNA na gelu byla 

po skončení obarvena interkalačním činidlem. PCR produkty po amplifikaci DNA izolované 
z Francouzské pomazánky (Obrázek 43) byly pĜevážnČ detegovány po amplifikaci 10x 

zĜedČných vzorkĤ. U Vajíčkové pomazánky (Obrázek 44) byly PCR produkty detegovány po 
amplifikaci neĜedČných vzorkĤ DNA. U PCR, pĜi použití specifických primerĤ pro 
amplifikaci produktĤ o délce 220 bp byly detegovány intenzivní produkty PCR. Na 
Obrázku 45 jsou vyobrazeny produkty PCR z DNA Francouzské pomazánky. VČtšina 
produktĤ byla detegována. Lepší amplifikovatelnost byla u DNA izolované použitím 

nanočástic PLL. U Vajíčkové pomazánky (Obrázek 46) byly detegovány všechny produkty 
PCR po amplifikaci neĜedČné a ĜedČní DNA. ZĜejmČ to souvisí s degradací DNA – kratší 
produkty PCR (220 bp) se lépe amplifikují. Lze pozorovat rozdíly v 10x zĜedČných vzorcích, 
které byly vizualizovány pomocí ménČ intenzivních bendĤ.  

6.8 OvČĜení intaktnosti DNA 

Touto metodou se DNA purifikuje a zakoncentruje. Ke zvýšení její koncentrace dojde 
po rozpuštČní pĜesrážené DNA v menším množství pufru [6, 28]. Cílem bylo ovČĜit intaktnost 
izolované DNA pomocí gelové elektroforézy na agaróze. Vzhledem k nízké koncentraci DNA 
byla DNA zakoncentrována pĜesrážením. Izolované vzorky DNA stejného typu zeleniny byly 
smíchány dohromady a pĜesráženy ethanolem. Po pĜesrážení byla zmČĜena koncentrace a 
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čistota DNA. Výsledky jsou uvedeny v Tabulce 14. Z výsledkĤ je patrné, že DNA nebyla 
úspČšnČ zakoncentrována. NáslednČ byla provedena elektroforéza DNA. Detegována jako 

relativnČ intaktní byla pouze DNA izolována z cibulové natČ (374 ng/bČh). Značná část DNA 
izolována z brokolice a bulvy cibule byla zĜejmČ z dĤvodu pĜítomnosti látek koextrahovaných 
s DNA degradována a byla vizualizována jako pás DNA o nízké molekulární hmotnosti. 

6.9 Testování rĤzných množství DNA v separačních smČsích s 8% PEG 

Bylo provedeno ovČĜení zakoncentrování kontrolní DNA telecího thymu pomocí 
nanočástic PLL. Do separační smČsi bylo použito rĤzné množství DNA. DNA byla eluována 
do stejného objemu TE pufru. Pro zjištČní koncentrace izolované DNA z telecího thymu bylo 

provedeno spektrofotometrické stanovení. Bylo ukázáno, že tímto zpĤsobem lze DNA 2-3krát 
zakoncentrovat až s 100% návratností.  
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7 ZÁVċR 

V experimentální části práce byla testována mikrometoda izolace rostlinné DNA ze 
vzorku cibule, brokolice a z potravinových výrobkĤ v kvalitČ vhodné pro konvenční PCR. 
Tato rychlá mikrometoda umožĖuje izolaci DNA pomocí magnetických nosičĤ z hrubých 
lyzátĤ bunČk, získaných pĜímou homogenizací rostlinných tkání. Rostlinná DNA obsahuje 
celou Ĝadu rĤzných metabolitĤ, jako jsou polyfenoly, polysacharidy či proteiny, které mĤžou 
prĤbČh PCR inhibovat. Bylo prokázáno, že izolovaná DNA je znečištČná rĤznými látkami 
(proteiny, polyfenoly), ale byla izolovaná v kvalitČ vhodné pro PCR. Metodu je nutné 
optimalizovat pro další typy výrobkĤ. 
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9 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

bp – páry bází 

CTAB – Cetyl triethylamonium bromid 

DNA – Deoxyribonukleová kyselina 

dNTP – 2´- deoxyribonukleotid- 5´- trifosfát 

EDTA – etylendiamintetraoctová kyselina 

PCR – polymerázová ĜetČzová reakce 

PEG – polyethylenglykol 

P(HEMA-co-GMA) - poly(hydroxyethylmethylkrylát-co-glycidylmethakrylát) 

TBE – Tris-borát-EDTA 

TE – Tris-EDTA 

UV – Ultrafialové záĜení 
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