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ABSTRAKT

V praci byla ovéfovana mikrometoda izolace rostlinné DNA z vybranych druhi
zeleniny (cibule, brokolice) a potravinovych vyrobkli v kvalit¢ vhodné pro konvencni
polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Mikrometoda umoziiuje izolaci DNA pomoci
magnetickych nosi¢l z hrubych lyzati bunék, ziskanych pfimou homogenizaci rostlinnych
tkadni. Byly porovnavéany rtizné zptisoby zpracovani homogenatl. Homogenizace probihala
v lyzaénim pufru s obsahem cetyltrimetylamoniumbromidu (CTAB). Byl testovan vliv
organickych extrakénich ¢inidel chloroform-oktanolu a isopropanolu. Z homogenati byla
DNA purifikovana reverzibilni adsorpci na magnetické castice. Byly testovany celkem Ctyfi
rizné typy magnetickych castic. U izolovanych DNA bylo provedeno spektrofotometrické
stanoveni koncentrace a ¢istoty. Amplifikovatelnost DNA byla ovéfena pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR). Byly pouzity dvé sady specifickych primerG pro rostlinnou
ribosomalni DNA (rDNA). Produkty PCR dlouhé 700 a 220 bp byly detegovany agarézovou
gelovou elektroforézou. Byly prokazany rozdily ve vytézku a kvalit¢ DNA v zavislosti
na zpusobu zpracovani homogenatii a pouzitych magnetickych nosic¢ich. Navrzeny postup
s dvéma nosici byl testovan pro izolaci DNA z potravinovych vyrobkl obsahujicich rostlinny
materidl (rostlinné pomazanky). DNA se amplifikovala v PCR. Mikrometoda je vhodna
pro DNA analyzu 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.
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1 UVOD

V soucasné dobé¢ je aktualni problematika autenticity potravin. Potraviny se falSuji od
doby, kdy zacaly byt vyrabény za ucelem prodeje, tudiz jsou motivovany ekonomickymi
zisky. Nejcastéji dochazi k falSovani drahych potravin (lihovin, vin, kofeni) nebo
velkoobjemové proddvanych potravin (mlééné a masné vyrobky, oleje a ovocné stavy) [1].
Proto je kontrolovano piedevsim piesné slozeni potravin (obsah cukru, tuku, vlhkost apod.)
tedy kvalita, a bezpecnost potravin, tj. kontrola cizorodych latek (aditiv, rezidui pesticidi atd.)
a mikrobiologickych pozadavkii. Jednim ze zplsobii analyzy falSovani jsou metody zalozené
na analyze DNA, které se pouzivaji k detekci urCitych druhii nebo k detekci geneticky
modifikovanych organismi v potravindch. Molekularn€ diagnostické metody patii mezi
rychlé, citlivé a specifické moderni techniky a jejim hlavnim cilem je objeveni
nedeklarovanych slozek v potravindch. Mezi nejzndméjSi metody analyzy se fadi
polymerazova tetézova reakce (PCR) a metody na ni zalozené. Tato metoda je zalozena
na amplifikaci cilovych specifickych sekvenci DNA. Zakladnim ptfedpokladem pouziti PCR
je izolace DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR.

Izolace rostlinné DNA byva komplikovana, z davodu obsahu celé fady raznych
metabolitl,, jako jsou polyfenoly, polysacharidy ¢i proteiny, které mulZou inhibovat
v polymerazové fetézové reakci (PCR). Izolace DNA pomoci magnetickych castic, jejichz
principem je adsorpce DNA na povrch magnetickych ¢astic, je modernim a rychlym
zptisobem.

10



2 TEORETICKA CAST

2.1 Autenticita potravin

Béhem poslednich deseti let roste poptavka po ptesnych a spolehlivych metodach pro
identifikaci slozek v potravindch. Za falSovani muizeme povazovat nespravné oznaceni
potraviny, nedostatek informaci o dané potraving, ndhradu suroviny levnéjsi slozkou, umélé
zlepsovani vlastnosti potravin ¢i nepravdivé oznaceni puvodu potraviny [1, 2]. Konzumace
produktii, které obsahuji nedeklarované slozky, mohou zptisobit otravu nebo problémy napf.
alergie [3]. Je dulezité, aby vSechny suroviny pii zpracovani potravin spliiovaly pozadované
normy nafizené legislativou. Kontrola obvykle zac¢ind u dodavateli potravinatskych surovin,
nasleduje kontrola vyrobenych vyrobkl a kon¢i kontrolou u prodejct [2, 4]. Cilem téchto
studii je zabranéni potravinovych podvodu, které jsou nezadouci pro spotiebitele, kontrolni
organy, ale i pro prodejce. Mezi nejzndméjsi analytické metody zabyvajici se touto
problematikou patii hmotnostni spektrometrie, chromatografické metody, spektroskopické
metody a metody zalozené na analyze DNA [5].

DNA je vporovnani sjinymi molekulami, jako je RNA, proteiny ¢i sekundarni
metabolity, mnohem odolnéjsi k primyslovému zpracovani, napf. pfi vysokych teplotach
a extrémnim pH [6]. Cerstvé potraviny bez tepelného zpracovani lze Usp&$né analyzovat
s pouzitim mnoha typl analytickych nebo molekularnich analyz. Mnoho potravin je tepelné
upraveno, a proto je izolace DNA v takovych vzorcich z diivodu fragmentované DNA
poskozenych mist, ma vétsi Sanci byt beze zmény, a tedy byt amplifikovatelny. Zpracované
vyrobky maji obvykle nizsi obsah vody, nez Cerstvé produkty. Dale je pravdépodobny vyssi
vyskyt koncentrace sekundarnich metabolitl, a to bez ohledu na zpracovani [6].

2.1.1 Detekce druhu rostlin

Rostliny jsou zakladem lidské stravy a je mozné je vyuZzivat v syrovém i zpracovaném
stavu. Déle se pouZivaji jako krmivo pro zvifata, pro vyrobu vldken, biopaliva, 1éCiva
¢i parfémy [6].

Detekce botanického plvodu potravin vyZaduje izolaci DNA bez inhibitort,
v dostate€ném mnozstvi a kvalité. Extrakce DNA z potravindiskych vyrobkti méa nekolik
problémli a omezeni z diavodi obsahu velké Skaly slou€enin, vcetné sacharidi, tuki
a chemickych latek. Tyto latky casto zpisobuji inhibici PCR, coZ muze vést k nespravnym
vysledkiim. Nejcastéjsi postup izolace DNA se provadi pomoci lyza¢niho pufru s CTAB
nebo pomoci fenol chloroformové extrakce [2].

V soucasnosti je také vénovana velkd pozornost detekci geneticky modifikovanych
organismt, které jsou jiz v fad€é zemi povoleny. Jedna se o s6ju, kukufici, bavlnu, fepku atd.
Tyto rostliny (plodiny) mohou obsahovat geny, napt. zabezpecujici rezistenci vici hmyzu,
toleranci k herbicidim ¢i abiotickym stresim. Dle legislativy EU musi byt tyto produkty
fadné oznaceny. Pro testovani GMO je velice vhodnou metodou PCR v redlném case [7].
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Pokud je vyrobek uvadén bez GMO nesmi pirekracovat limit 0,9 % ndhodné kontaminujicich
GMO variet, které jsou povoleny v EU [8]. Vzhledem k tomu, ze budouci generace produktt
GMO budou mit vice nez jeden vlozeny gen, je nutné najit vhodnou metodu ke stanoveni, zda
je materidl nad nebo pod prahovou hodnotou [7].

Pomoci metod zalozenych na analyze DNA lze také detegovat alergeny pochazejici
nejen z rostlinnych druht. Dle legislativy EU je nezbytné uvadét seznam alergend na kazdé
potraving. Pouziti kvantitativni konkurencni PCR s primery specifickymi pro chloroplast trnL
genu umoziuje detegovat pSenici, je¢men a zito do bezlepkovych potravin pro celiaky [2, 9].
Analyza DNA umoznuje stanoveni i kvantitativnim zptsobem 1 v piipadech, je-li jidlo
z jednoho druhu nebo odridy smichano s materidlem z jinych, levnéjSich druhti nebo odrad

[6].

2.1.2 Detekce zviFeci druht v masnych vyrobcich

Techniky na bazi DNA se ukazaly byt U¢inné 1 pii identifikaci a kvantifikaci DNA
nachdzejici se v Siroké skale mas a ryb, a to zejména proto, ze umoziuji rozpoznat kazdy druh
jako jedine¢ny diky pouziti druhové specifickych primert, které se vazou k danym
sekvencim. Dal§i moZnosti je pouziti univerzdlnich primeri, které se vazi na konvencni
sekvence vSech pritomnych zivociSnych druhii ve vzorku mase. Po amplifikaci je nezbytné
vysledné fragmenty DNA analyzovat postupy pro presné uréeni ptritomnych druhti, pomoci
polymorfismu délky restrikénich fragmenti (RFLP) nebo S$tépenim restrikénimi
endonukledzami. Tyto vysledky je ale nutné interpretovat obezietné¢ vzhledem k jejich
ruznorodému obsahu tukt a tkani [6, 9].

2.2 1Izolace rostlinné DNA

Izolace nukleové¢ kyseliny je nezbytnou operaci pred biochemickymi a diagnostickymi
postupy a zahrnuje 3 hlavni kroky: odstranéni bunécné stény nebo membrany, separaci DNA
od vsech jinych bunéénych slozek (necistot a metabolickych latek) a udrZzovani integrity DNA
v prubehu separace (tj. ochrana proti nukledzadm a mechanickému poskozeni stithem) [10, 11].
Mezi hlavni slouc¢eniny (kontaminanty), které maji neptiznivy vliv na izolaci rostlinné DNA,
patii polysacharidy, RNA, proteiny, polyfenoly, tfisloviny, silice, pektiny a alkaloidy. Volba
nejvhodnéjsiho postupu pro izolaci DNA neni trividlni, protoze kazdy vzorek ma odlisné
fyzikélni a chemické vlastnosti [6, 11].

Spravna manipulace a skladovani rostlinné tkan¢, jsou zakladnimi prvky pro tspéSnou
izolaci rostlinné DNA. Nejvhodnéjsi pro izolaci DNA je Cerstvy rostlinny materidl, ¢asto je
ale nutné pouzit vzorek zmrazeny. Je nutné dbat na to, aby nedochézelo ani ke kratkodobému
rozmrazeni, protoZze zmrazovanim vzorku dochazi k rozruSovéani rostlinné tkané, a tedy
k degradaci DNA. Nukledzova aktivita ziistdva zachovdna. Zmrazeny vzorek lze skladovat pti
-18 °C pro kratkou uschovu nebo pii -80 °C v kapalném dusiku pro dlouhodobéjsi
uchovavani. Vzorky uloZené ve formé lyofilizované tkdné jsou mnohem lepsi volbou, protoze
mohou byt skladovany po dobu nékolika let s malou ztratou kvality DNA [11, 12].
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U nékterych rostlin napt. dfevin s houzevnatymi listy byva rozruSeni bunééné stény
komplikované, z divodu pfitomnosti rigidniho polysacharidu. Je nutno pouziti mechanickych
operaci, jako je brouseni ¢i mleti. Spravnd homogenizace je nezbytna pro snizeni viskozity
u vzorkl s vysokou molekulovou hmotnosti sacharidii [11].

Nejcastéjsi postup izolace DNA se provadi pomoci lyzacniho pufru s CTAB
nebo pomoci fenol chloroformové extrakce. Pouziti fenolu pro oddéleni bunéénych molekul
anecistot z DNA je nebezpetné kvuli jeho toxicit¢ a pracné. Vhodnym feSenim pii
odstraniovani kontaminanti mutize byt pouziti komeréné dostupnych extrakénich kitt, které
poskytuji velmi dobré kvalitativni i kvantitativni vysledky. Extrakéni kity maji dobrou
reprodukovatelnost a jsou rychlé. Jejich hlavni nevyhodou jsou vyssi naklady na analyzu
[1, 13]. Nekteré kity jsou vyrobeny pro omezenou velikost vzorku (20 az 200 mg) [7]. Pouziti
lyza¢niho pufru s cetyl triethyl amonium bromidem (CTAB) poskytuje rychlou a spolehlivou
extrakci DNA zrostlin bohatych na polysacharidy a sekunddrni metabolity, které snizuji
vytézek pti extrakci DNA. Pritomnost polysacharidii ve vzorcich DNA se vyznacuje tvorbou
vysoce viskozniho roztoku, a muze inhibovat enzymatickou aktivitu Taq polymerazy
a enzymovou aktivitu restriktaz. Polyfenoly (flavonoidy, terpeny, taniny) kovalentné vazané
na DNA Ize rozpoznat na zékladé¢ hnédého zbarveni, které¢ vzniklo diky oxidované formé
[11, 13]. Zéakladni extrakéni pufr s CTAB obsahuje CTAB, NaCl, EDTA, Tris-HCI [7].
Pti izolaci pomoci CTAB bylo ovéfeno, ze ptidavek Cerstvého antioxidantu
B-merkaptoethanolu k lyzaénimu pufru Uspé$né odstraiiuje polyfenoly. Pouziti vysoké
koncentrace NaCl napomahé odstranit polysacharidy [11, 13, 14]. Nasledné pouziti pevného,
ve vode rozpustného polymeru s vysokou molekulovou hmotnosti
polyvinylpyrrolidonu (PVP), slouzi k odstranéni fenolii, chloroform-oktanol v poméru 24:1
je vyhodny pro deproteinaci, odstranéni chlorofylu, pigmentt i barviv, isopropanol se pouziva
k zakoncentrovani DNA [13, 14]. RNA lze odstranit srdZenim chloridem lithnym
nebo St€penim RNazou A. Proteiny se odstraiuji za pouzZiti chemikalii naptf. SDS,
dithiothreitolu (DTT), proteindzy K ¢i B-merkaptoethanolu [11].

Findlni koncentraci izolované DNA je mozno zvySit snizenim objemu elu¢niho
roztoku [6]. Vysledky jsou ovlivilovany vybérem extrakéni metody pii izolaci,
vyhodnocovaci technikou DNA a PCR. Velkou roli hraje délka amplikonti, pocet cykli
a pritomnost inhibitortt PCR. Detekci a kvantifikaci také ovlivitluje mnozstvi DNA pouzité
v PCR [15]. Lze konstatovat, Ze je nutny vyvoj standardizovanych protokoli a pracovnich
postupti.

2.3 Magnetické nosice

2.3.1 Historie magnetickych nosici

Adsorpce na magnetické nosice je dulezitou operaci v bioseparacich a Cisténi DNA.
Magnetické castice byly poprvé v biotechnologii pouzity v roce 1973 k imobilizaci enzymu
P. J. Robinsonem. Ten ve své praci popsal pouziti magnetickych nosic¢lti oxidu zelezit¢ho
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pokrytého oxidem kiemicitym nebo celulézou k imobilizaci dvou enzymil a-chymotrypsinu
a B-galaktosidazy, pro vyuziti v bioreaktorech [16].

2.3.2 Vlastnosti

Magnetické nosice se skladaji z magnetického jadra, jehoz primér je mensi nez 30 nm
a polymerni vrstvy [17]. Schématicky popis magnetickych nosi¢lti znazoriiuje Obrazek 1 [18].
Magnetické jadro je tvofeno materidly na bazi magnetickych oxidd Zeleza - magnetit
Fe;04(FeO-Fe,O3) a maghemit y-Fe,Os. Z divodu navazéni biologicky aktivnich latek
na nosi¢, se povrch jader pokryva biokompatibilnimi polymery [19]. Muze se jednat jak
o pfirodni slouceniny - polyethylenimin, oxid kfemicity, kyselinu laurovou, kyselinu
alginovou, tak o syntetické latky — polyethylenglykol (PEG) nebo polystyren (PS) [20,21].
Magnetické ¢astice pouzivané pii purifikaci DNA maji superparamagnetické vlastnosti, tzn.,
ze vykazuji magnetické vlastnosti pouze v pritomnosti vnéjsiho magnetického pole. Obvykle
nemaji zadny zbytkovy magnetismus, a tedy bez ptitomnosti vnéjsiho magnetického pole se
castice neshlukuji. Magnetické castice se ze vzorku odstrafiuji pomoci magnetického
separatoru [16]. Konvenéni adsorbenty maji primér v rozmezi od sub-mikronti do mikrond,
a vyznacuji se velkou vnitini poréznosti, aby zajistily dostatecnou povrchovou plochu pro
adsorpci. Omezeni difuize v poréznich ¢asticich vede ke snizeni adsorpéni miry a volnych mist
pro navazani proteinti. Velice uzite¢né jsou adsorbenty s vysokou kapacitou a malym
difuznim odporem pro adsorpci biomolekul. V posledni dobé se adsorpcim pomoci
neporéznich nanoc¢astic zvySuje pozornost, protoZze maji velmi malou velikost, velkou stabilitu
a kapacitu vazat vice adsorbatu na jejich povrchu. Magnetické ¢astice mohou byt snadno
izolovany, a to 1 v pfitomnosti koloidnich necistot [ 10].

Magnetické Castice vykazuji superparamagnetismus, kdyz je velikost ¢astic mensi nez
30 nm. Uvedené Castice proto nemaji zbytkovy magnetismus. Byly zjiStény rozdily pfi
separaci po imobilizaci riiznych funkénich skupin na povrch magnetickych castic, které se
provadi nejen za ucelem lepsiho vytézku ale i z diivodu zabranéni agregace [10].

Magnetické
jadro

Polymerni vrstva

Organicke raménko

Funké&ni molekula (ligand) /

Obrazek 1:Schématické znazornéni magnetického nosic¢e. Upraveno dle [18].
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2.3.3 Funkcionalizace

Funkcionalizované magnetické mikrocéstice ¢i nanocastice slouzi jako nosice 1éciv,
hormonti, bunék, enzymi, nukleovych kyselin, protilatek, proteind, peptidii a diagnostickych
latek. Reakce biomolekul s magnetickymi ¢asticemi jsou zavislé na jejich funkcionalizaci.
Pouziva se kovalentni imobilizace [22]. Nejvyuzivanéjsi funkéni skupiny (ligandy), které
zajist'uji reaktivitu s pozadovanym analytem, jsou uvedeny v Tabulce 1 [18].

Tabulka 1: Pehled funkénich skupin. Pfevzato z [18]
Funkéni . P
. Vzorec Vlastnosti Cilové biomolekuly
skupina
Ao -111\111;112{ Pozitivné nabité. proteiny, nukleové
NR Tvorba amidové vazby s -COOH. kyseliny
-NRo
Negativné nabité.
karboxylova | -COOH | Tvorba amidové vazby s -NH, a esterové proteiny
s -OH.
aldehydovd | -CHO Tvorba imidové vazby s -NHs. proteiny
thiolova SH Tvorba dlSlj.,lﬁ(.ileych mL_lstku.(-S-S-) s proteiny obsahu_]lCl
dal§imi -SH skupinami. cystin

2.3.4 Priprava hydrofilnich neporéznich magnetickych noscu

Syntéza magnetickych ¢astic neni univerzalni, ale vétSina magnetickych nosicl je
komer¢né€ dostupnd. Na Obrazku 2 jsou zobrazeny magnetické ¢astice P(HEMA-co-GMA) -
poly(hydroxyethylmethakrylat-co-glycidylmethakrylat), které byly pripraveny disperzni
kopolymerizaci polymerii HEMA a GMA ve smeési
toluen-2-methylpropan-1-ol stabilizované acetat-butyrat celulosy (CAB). Reakce byla
iniciovana dibenzoylperoxidem (BPO) v pfitomnosti magnetitu (Fe;O4) a kyselina olejové
[23].

Obrazek 2: Elektronovy mikrosnimek magnetickych castic PBHEMA-co-GMA) [24]

15



2.3.5 Vyuziti a vyhody této techniky

Magnetické Castice nachazi v soucasné dob¢ uplatnéni v mnoha védnich oborech, jako
jsou biotechnologie, biochemie, biologie a taky I€kafstvi [25]. Separace s pouzitim
magnetickych nosi¢li se pouziva ve form¢é mikro i nanocéstic, a jejich vyuziti je ptevazne pro
separaci biologickych molekul a bun¢k (napi. bunénych suspenzi, homogenati,
fermentacnich médii apod.) [16, 19, 25, 26]. Ve srovnani s béznymi postupy tato metoda ma
znaéné vyhody, vzhledem k jeji rychlosti, stabilit¢ a jednoduchosti. Neni zapotitebi pouzivani
filtrace ani centrifugace. Nepracuje se rovnéz s organickymi rozpoustédly, a tudiz dalsi
vyhodou je nizka toxicita a bezpecnost. Vyhodou je moznost proces automatizovat a provadet
analyzy ve vétsim meftitku [17].

2.3.6 Izolace DNA pomoci magnetickych ¢astic

Na adsorpci DNA pomoci magnetickych ¢astic ma vliv délka molekuly DNA,
koncentrace pouzité soli, velikost ¢astic, jejich povrchova tprava a hustota naboje. Hodnota
pH roztoku DNA v adsorpcnim procesu milize mit vliv na velikost naboje a elektrostatické
interakce mezi DNA a magnetickou castici. Po pfidani chloridu sodného, hotfecnatého
¢i vapenatého se zvySuje iontova sila a urychluje se adsorpce. Dvojmocné kovy se vazou
siln¢ji na negativné nabitou DNA nez jednomocné ionty pii adsorpci, za ptredpokladu
snizovani elektrostatickych odpudivych sil [10]. Princip separace pomoci magnetickych ¢astic
je znézornén v nékolika krocich, uvedenych na Obrazku 3. Nejprve se DNA navaze
na magnetické castice v separacni smési. Poté jsou magnetické Castice separovany
magnetickym separatorem a proplachnuty, tim dojde k zakladnimu c¢iSténi a odstranéni
kontaminujicich latek. Nasledné¢ se DNA eluuje do TE pufru, a pomoci separdtoru se
magnetické ¢astice vyjmou ze separacni smési [27]. DNA lze izolovat pfimo z lyzati bun€k
bez pouziti fenolové extrakce [20]. Velice u¢innym nové vyvinutym zplsobem pro lepsi
adsorpci DNA na magnetické Castice je pouziti polyethylenglykolu (PEG) a chloridu sodného.
Pii adsorpci vznikd kulovité-spirdlovity tvar molekuly DNA a dochazi k jeji kondenzaci
[10, 28].

s , PROMYVAC PUF LUENI PUF
VZOREK MAGNETICKE ROMYVACI PUFR ELUCNI PUFR £
i LYZACNI PUFR i MIKROCASTICE =l CUTERICLTANT. i iT

!\! - % - C,E -

Obrazek 3:Schéma pribehu izolace magnetickymi nosici. Prevzato z [27].

> C¥

2.4 Stanoveni kvality DNA a vytézki

Pro posouzeni kvality izolované DNA Ize pouzit fady metod. NejCastéji se pouziva
agardzova gelova elektroforéza, UV spektrofotometrie, restrikéni analyza a polymerazova
fetézova reakce.
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2.4.1 Gelova Elektroforéza

Principem této separacni metody je pohyb zaporné nabitych molekul DNA
ve stejnosmérném elektrickém poli smérem k anod¢€. Elektroforéza v agar6zovém gelu se
pouziva nejen k identifikaci, ale i separaci ¢i purifikaci fragmenti DNA [7, 29].

Agardza je polysacharid, ktery se ziskdva izolaci z motskych fas. Jeho zakladni
strukturni jednotka je slozena z D-galaktézy a 3,6-anhydro-L-galaktézy. Agar tuhne pfi
teploté 45 — 48 °C a za zvySené teploty je rozpustny ve vode [30, 31]. Po rozpusténi vznika
husty koloidni roztok, ktery se naléva do ploché formy. Nasledné¢ po vychladnuti vznika
vhodny gel pro elektroforézu. Naboj DNA je v neutralnim roztoku negativni, protoze
nukleové kyseliny obsahuji zaporné nabité fosfatové skupiny. Pohyb DNA v elektrickém poli
je od katody k anod¢. Rychlost migrace DNA je pfimo umérna intenzité elektrického pole
anepiimo umérnd logaritmu délky fetézce, tudiz kratké fetézce (s mensi molekulovou
hmotnosti) gelem migruji rychleji nez dlouhé fetézce s vyssi molekulovou hmotnosti. Kromé
elektrostatickych sil se pfi déleni uplatiiuje i1 sitovy efekt, takze se rozdéli i fragmenty se
stejnym efektivnim nabojem, ale s rozdilnou délkou resp. molekulovou hmotnosti [32, 33,
34].

Hlavni vyhodou gelové elektroforézy je jednoduchost a reprodukovatelnost. Déleni
fragmentd DNA s riznymi molekulovymi hmotnostmi ovliviluje zvolena koncentrace
agar6zového gelu. Vyssi koncentrace agardzy usnadnuje oddéleni mensich molekul DNA,
zatimco niz8i koncentrace agar6zy umoziuje separaci vétSich molekul DNA. Tyto gely jsou
vhodné pro separaci molekul nukleovych kyselin v rozmezi od velikosti né¢kolika set bp az
po cca 50 kb. Pro separaci genomové DNA se obvykle pouziva koncentrace agarozy 0,8 — 1%
[7]. Agar6zovou gelovou elektroforézou lze detegovat az 1 ng DNA [32, 33, 34].

2.4.1.1 Vizualizace gelu

Po skonceni elektroforézy jsou rozdélené molekuly ve viditelném zafeni bezbarvé.
Rozdélené fragmenty jsou vizualizovany fluorescenénimi barvivy, kterd se véazZou
na molekulu DNA. Molekuly DNA jsou po obarveni viditelné na gelu v ultrafialovém svétle
jako prouzky a jejich intenzita je umérna koncentraci DNA. Velmi pouZivanym barvivem je
ethidiumbromid, jehoZ strukturni vzorec je na Obrazku 4. Dalsi zndm4 barviva jsou napf.
SYBR Green nebo GelRed [7]. Ethidiumbromid se vmezetuje (interkaluje) mezi sousedni
pary bazi v DNA a vytvaii komplex, ktery po osvétleni ultrafialovym svétlem cervené
fluoreskuje [7, 34, 35]. Koncentrace DNA miiZze byt odhadnuta semikvantitativné pouZitim
ziedéné DNA o znamé koncentraci (zebticku). Nasledné jsou porovnany intenzity pruht
fragmentt standardu s intenzitou past vzorkli neznamych koncentraci [7].

17



Obrazek 4: Strukturni vzorec ethidiumbromidu

2.4.2 Spektrofotometrické stanoveni nukleovych kyselin

Nejcastéji pouzivanou technikou pro stanoveni Cistoty akoncentrace nukleovych
kyselin je spektrofotometrické stanoveni v ultrafialové oblasti spektra. Heterocykly bazi
nukleovych kyselin absorbuji ultrafialové (UV) zafeni s maximem v okoli vinové délky
260 nm [36]. Koncentraci nukleovych kyselin 1ze vypocitat podle empirickych vztahi, kdy
pro nativni (dvouietézcovou) DNA Ajsnm = 1,0 odpovida koncentraci 50 ug-ml'l. Hodnota
zavisi na chemickém slozeni (zastoupeni AT a GC pard bazi) analyzované DNA.
U denaturované (jednoietézcové) DNA je absorbance asi o 40 % vy3§i neZ dvoufetézcové
molekuly (c =30 pg-ml™"). RNA absorbuje ve stejném rozsahu vlnovych délek a Asgonm = 1,0
odpovida koncentraci 40 pg-ml™[28].

Cistotu nukleovych kyselin je mozné stanovit z poméru absorbance pti 260 a 280 nm.
Pomér Azgonm/Azs0nm Udava miru kontaminace izolované nukleové kyseliny proteiny, pokud je
mensi nez 1,8 nebo RNA, je-li pomér vétsi jak 2,0. Pro Cisty vzorek je vyhovujici pomér
1,8-2,0. Pomér Az6onm/A230nm uddva miru znecisténi nukleové kyseliny nizkomolekularnimi
latkami (polyfenoly). Pokud je tento pomér vétsi jak 2,0 mizeme hovofit o Cist¢é DNA bez
vyskytu téchto latek [11, 13, 28, 32]. Spravnost a piesnost kvantifikace DNA pomoci UV
spektrofotometrie mize byt ovlivnéna distribuci velikosti DNA v roztoku, pomérem ssDNA
a dsDNA a ptitomnosti dalSich slozek, které absorbuji pi1 260 nm, jako je RNA a jednotlivé
nukleotidy [7].

2.4.3 Polymerazova retézova reakce

2.4.3.1 Princip

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je velice vyuzivanou molekuldrné diagnostickou
metodou. Jeji pouziti je vyznamné v detekci a identifikaci bakterii a virti v potravinach. Dale
se tato metoda pouziva pii detekci a identifikaci patogenii v riznych klinickych vzorcich,
v prenatdlni diagnostice, kriminalistice ¢i1 genetice. PCR byla vyvinuta Kary Mullisem,
kterému byla za ni vroce 1993 udélena Nobelova cena. Princip této metody je zalozen
na amplifikaci nukleovych kyselin in vitro. Podstatou je cyklicky se opakujici enzymova
syntéza novych fetézcl urcitych useki dvoutetézcové DNA ve sméru 5'—3". K denaturované
DNA se pfipojuji primery, coz jsou kratké oligonukleotidy, od kterych zaéina syntéza novych
fetézc DNA [28, 35]. Pomoci této reakce dojde k exponencialnimu nartistu az 10° kopii
daného useku DNA. Produkty reakce se nazyvaji amplikony a jejich velikost se pohybuje
mezi sto az tisici para bazi (bp) [28, 22, 35]. Velikost vyslednych fragmentl je nasledné
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ovéiena agardzovou gelovou elektroforézou [2]. Princip reakce je zndzornén na Obrazku 5.
PCR je proces, pii némz se v zavislosti na teploté reakéni smési pravidelné stfidaji ti1 hlavni
kroky, béhem kterych probihaji tfi odlisné d¢je:

e Denaturace dvouietézcovych molekul DNA (94 °C), pfi které se rozd€li vodikové
mustky drzici pohromadé dvousroubovici DNA na dvé samostatna vldkna DNA,

e Pripojeni primert (hybridizace) k odd€lenym fetézctim DNA (50 — 65 °C),
e Syntéza novych komplementéarnich fetézcii DNA (elongace) ( 65 — 75 °C).

Tyto tii kroky se cyklicky opakuji v pfistroji, ktery se nazyva termocyklér. VétSinou se
provadi 25 az 35 cykli, avSak optimalni pocet cyklid zavisi na kvalité pouzité polymerazy
a na vychozi koncentraci templdtové DNA [22]. PCR je katalyzovdna plsobenim
termostabilni DNA-polymerazy, kterd je izolovana z termofilnich mikroorganizma napf.
Thermus aquaticus, které ziji v horkych pramenech. Kazda reakce je specifickd a je nutné
optimalizovat pfesné reakéni podminky napf.: teplotu, pocet cykld, dobu trvani jednotlivych
fazi atd. [35].
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Obrazek 5: Princip PCR [37]

2.4.3.2 Komponenty pro PCR

Reakéni smés pro PCR je obvykle v rozmezi objemt 25 az 100 pl a skladé se z vody
pro PCR, pufru pro PCR, smési ANTP, primerti, DNA polymerazy a DNA templatu.

e Voda pro PCR se pouziva na doplnéni PCR smési do pozadované¢ho objemu a musi

byt bez specifickych iontdl, organickych latek a bakterii. Nejvhodnéjsi je voda
o odporu 18 mQ nebo voda pro injekce CSL 4 [28].

e Pufr pro PCR vytvafi optimalni pH prostfedi pro DNA polymerazu. Kvili
spravnému pribéhu reakce je pufr dodavan stejnym vyrobcem jako polymeraza. Pufr
obsahuje ionty Mg”>", které ovliviuji specificnost i vytézek PCR a udrzuji
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enzymatickou aktivitu Taq DNA polymerdzy. Bézny reakéni pufr obsahuje
10 mM Tris-HCI (pH 8,3-8,8), 50 mM KCl a 1,5 mM MgCl, [28].

e dNTP (2’ -deoxynukleosid-5"-trifosfaty) predstavuji zakladni kameny pro vystavbu
nového fetézce DNA. Béznd PCR reakce obsahuje ekvimolarni mnozstvi kazdého
nukleotidu dATP, dCTP, dGTP, dTTP. Koncentrace ANTP byva 20-400 uM [28].

e Primery jsou uméle syntetizované oligonukleotidy o velikosti 10 az 30 nukleotidt.
Hraji klicovou roli pti amplifikaci DNA matrice [38]. Dobfe zvolené primery zarucuji
specifinost, citlivost reakce a musi splnovat fadu kritérii. Pro reakci jsou potieba dva
primery, které oznaCi mista, odkud se maji zacit syntetizovat nova vlakna. PCR
primery jsou obvykle navrzeny pro mnoho aplikaci pro amplifikaci jediné znamé
cilové sekvence a mohou byt povazovany za druhové specifické [6]. V produktech,
které proSly procesem tepelné sterilizace nebo fyzikdlnim oSetfenim, je obtizna
spolehliva amplifikace fragmentd nad 200 bp [6, 39]. Optimalni koncentrace kazdého
primeru ve smési byva 0,1-0,5 uM [28].

e DNA-polymeraza syntetizuje novy fetézec DNA od mista navazani primeru ve sméru
5" — 3’ podle sekvence nukleotidi v komplementarnim fetézci templatu. Pro jeji
Géinnost jsou nezbytné Mg®" ionty a vhodny poéet cykli reakce, protoZe pii vysokém
poctu cykll se jeji ucinnost snizuje [28].

e DNA matrice (DNA templat) je makromolekula DNA, podle které se
komplementarné syntetizuji nové fetézce DNA. Obsahuje cilovd mista pro primery.
Jeji kvalita ovliviiuje Gi€innost celé amplifikace. Je nutné, aby neobsahovala inhibitory.
Obvykla mnozZstvi DNA ve smési jsou 10 ng, 1 ng nebo 10 pg [28, 35].

2.4.4 PCR inhibitory

PCR je velice citlivou metodou a vyzaduje praci ve sterilnim prostfedi [28]. Inhibitory
DNA jsou latky rizné chemické povahy a jsou zodpovédné za snizeni citlivosti
nebo za faleSn¢ negativni vysledky. Mohou snizit G¢innost nebo reprodukovatelnost PCR
[7, 40]. Mechanizmus pusobeni inhibitort PCR je rizny a inhibitory mizou zasahovat
v riznych krocich PCR [40]. Inhibice mlze byt spojend se sraZenim, denaturaci DNA
nebo schopnosti polymerazového enzymu vazat se na hoicikové ionty. Inhibitory enzymu
mohou pochazet bud’ z rostlinnych tkani, nebo €inidel pouzZitych pro izolaci DNA. Ptehled
nejcastéjSich inhibitor PCR a strategii, jak jim piedejit je uveden v Tabulce 2. Existuje fada
metod pro odstranéni inhibitor nebo pro redukei jejich efektl. Problém s inhibitory lze fesit
vhodnym vybérem metody pro zpracovani a extrakci nukleovych kyselin. Redénim DNA
se snizi koncentrace inhibitordl, a tim se zlep$i uc¢innost PCR. Nicméné nizs$i koncentraci
DNA se miize snizit citlivost PCR [7].
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Tabulka 2: Inhibitory PCR.

Upraveno dle [7]

Inhibitory Minimalizace inhibice
CTAB Promyt 70 % ethanolem
EDTA Snizit koncentraci EDTA nebo Tris-HCI
Ethanol Vysusit buniky a resuspendovat
Tuky Lipaza, hexan, chloroformova extrakce
Isopropanol Vysusit bunky a resuspendovat
Fenol Pouziti PVP, PVP / acetatu amonného
Polysacharidy CTAB pufr a extrakce chloroformem
Proteiny SDS, CTAB, proteinaza K
SDS Promyt 70 % ethanolem
Octan sodny Promyt 70 % ethanolem
NaCl Promyt 70 % ethanolem

Na polymerdzové fetézové reakci je zalozeno velké mnozstvi metod.

Pro mikrobiologické stanoveni potravin existuje PCR v redlném ¢ase, mnohondsobnd PCR,
hnizdova PCR, reverzn¢ transkripcni PCR nebo fingerprintové metody [28].

2.4.5 PCR v realném case

Metoda PCR v redlném case je moderni technikou molekularni biologie, ktera byla
vyvinuta v 90. letech a stala se klicovou technologii pro vysokorychlostni testovani a pfesnou
kvantifikaci DNA. PCR v redlném case (qQRT-PCR) je zaloZzena na sledovani mnozstvi
amplifikovaného produktu v kazdém cyklu v pribéhu polymerazové tetézove reakce, které je
mozné sledovat pomoci ttech riznych metod. Prvni moznosti je pouziti interkalacnich barviv,
které se vazou na molekulu DNA. U druhé metody je mozné pouzit fluorescencné znacené
sondy, které se vazou na stiedni ¢ast amplifikovan¢ho produktu nebo ve tfetim piipad¢ je
mozno vyuzivat fluorescencné znacCenych primert. Nejéastéji se vyuziva fluorescencni
kyanidové barvivo SYBR Green, které se interkaluje do dvousroubovice DNA. MnoZstvi
amplikonu pfitomného v reakéni smési je pfimo umérné intenzité fluorescenénimu signalu
zéteni a je meéfeno v kazdém cyklu PCR [35, 41, 42]. Tato technika je v porovnani
s konvencni PCR presnéjsi, citlivejsi, specificka a rychlejsi. Hlavni nevyhodou konvenc¢ni
PCR oproti qRT-PCR je nutnost provadét identifikaci produktdl PCR az po ukonceni
amplifikace napt. agar6zovou gelovou elektroforézou [43, 44].

Kvantifikace se provadi matematickou analyzou amplifika¢nich kiivek vzniklych
vynesenim naméfené fluorescence oproti porfadovému cCislu piislusného cyklu. Idedlnim
tvarem amplifikacni kiivky, slozené ze tfech fazi, je esovité zakfiveny tvar. Prvni fazi tzv.
,background", je faze, kdy je amplifikonu tak malo, Ze nedosahuje méfitelnych hodnot.
Druhou fazi je exponencialni faze, kdy mnoZstvi produktu exponencidlné nartsta. Tato faze
trva asi 4-8 cykll a je dilezitd pro analyzu. Rychlost riistu amplifikaéni kiivky je pfimo
umérnd mnozstvi templatovych molekul ptitomnych ve vzorku na po¢atku analyzy. Tieti faze
se nazyva faze platd. Zde dochazi k saturaci systému, pficemz mnozstvi amplifikovaného
produktu a fluorescen¢niho signalu se jiz neméni [8, 35, 45].
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3 CIiL PRACE

Cilem praktické ¢asti prace byla izolace rostlinné DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR.
Z vybranych druh potravin (brokolice, cibulové bulvy a naté, rostlinné pomazanky
a vajickové pomazanky) byla DNA izolovana zhrubych Ilyzati, ziskanych piimou
homogenizaci rostlinnych tkani. Nasledn¢ byla DNA purifikovdna reverzibilni adsorpci
na Ctyfi razné typy magnetickych nosi¢l. U izolovanych vzorkit DNA bylo provedeno
spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty. Déle byla testovana amplifikovatelnost
DNA v PCR. Produkty PCR byly detegovany agarézovou gelovou elektroforézou.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

Kizolaci rostlinné DNA byly pouzity rtzicky brokolice (Brassica oleracea var.
botrytis italica), cibule kuchyiiska (A4llium cepa) a zelena cibulové nat’ (4/lium cepa). Vzorky
byly zakoupeny v bézné komer¢ni siti a skladovany v chladnicce (4°C), mraznicce (-20°C)
nebo pii laboratorni teploté. Déle byly pouZity potravinové vyrobky — rostlinna pomazéanka
Francouzska (Obrazek 6) a domaci Vajickova pomazanka, kde jako jedinym zdrojem zeleniny
byla cibule. Pro testovani zakoncentrovani DNA s pouzitim magnetickych ¢astic byla pouzita
DNA z teleciho brzliku (Sigma — Aldrich, St. Louis, USA) (calf thymus DNA — TT DNA)
o koncentraci 25 ng/ml. Purifikovand DNA Brassica oleracea (10 ng/pl) byla ziskdna od
RNDr. A. Kovaiika, CSc. z Biofyzikalniho ustavu AV CR v.v.i, v Brné.

Obrazek 6: Francouzska pomazanka

4.2 Chemikalie
e Agarosa pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)

e Cetyl triethylamonium bromid (CTAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis ,USA)
e Ethanol (Penta, Chrudim, CR)

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

e Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)

e Hydrogenuhli¢itan sodny (PENTA, Praha, CR)

e Hydroxid sodny (PENTA, Praha, CR)

e Chlorid sodny (PENTA, Praha, CR)

e Chloroform (PENTA, Praha, CR)
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Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina chlorovodikova (PENTA, Praha, CR)

Isoamylalkohol (PENTA, Praha, CR)

Isopropanol (PENTA, Praha, CR)

B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Octan sodny (PENTA, Praha, CR)

Oktanol (PENTA, Praha, CR)

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

Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze) (Amresco, Solon, USA)

Vsechny chemikalie byly Cistoty p.a. a pochdzely z béznych komer¢nich zdrojt.

4.2.1 Magnetické nosice

V praci byly pouzity nasledujici magnetické nosice:

Magnetické  mikro¢astice  poly(2-hydroxyethyl = methakrylat-co-glycidyl
methakrylatu) - P(HEMA-co-GMA) o priméru 1,0 pm, koncentrace castic
2 mg/ml

Magnetick¢é  mikro€astice  poly(2-hydroxyethyl = methakrylat-co-glycidyl
methakrylatu) pokryté — NH, skupinami - P(HEMA-co-GMA) NH,, (4,5 mM
-NH,/g), koncentrace ¢astic 2 mg/ml

Magnetické nanoc¢astice oxidl zeleza pokryté poly(L.lysinem) — PPL o priméru
110 nm, koncentrace ¢astic 0,1 mg/ml

Magnetické nanocastice poly(glycidyl methakrylatu) PGMA ox pokryté
karboxylovymi skupinami (0,67 mM - COOH/g) o priméru 1,2 um, koncentrace
¢astic 2 mg/ml

Magnetické nosi¢e byly syntetizovany Ing. D. Hordkem CSc. na Ustavu
makromolekularni chemie Akademie véd CR, v.v.i. v Praze.

4.2.2 Komponenty pro PCR

Voda pro PCR

Reakéni pufr kompletni pro Taq polymerasu (5 U/ul), ktery obsahuje 750 mM
Tris-HCI, pH 8,8 (25°C), 200 mM (NH4),SO4, 1% Tween 20, 25 mM MgCl,.
(Top Bio, Praha CR)

Reakeni pufr kompletni pro Taq polymerasu 1.1 (1 U/ul)
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Oligonukleotidové primery 18S for a 5,8S rev; 26S for a 26S rev (GENERI
BIOTECH, Hradec Kralové CR).

dNTP smés (10 mM) (Top Bio, Praha CR)
Taq polymerasa (5 U/ul) (Top Bio, Praha CR)

Taq 1.1 DNA polymerasa (1 U/ul) (Top Bio, Praha CR)

4.3 Pristroje a pomiicky

Centrifuga MINI Spin 14 500 ot-min”' (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
Centrifuga Spectrafuge Mini (Labnet Int., New Jersey, USA)
Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)
Magneticky separator DynaMag (Invitrogen, Oslo, Norsko)

Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 ul (PZ HTL, VarSava,
Polsko)

Mikrovlnna trouba SMW 2320 (Sencor, CR)

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA)

Termostat BT 120 (Praha, CR)

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

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

Transiluminator TVR 3121 (Spectroline, Albany, USA)

Zatizeni pro elektroforézu Easy — Cast, model B1 a B3 (Owl Scientific, USA)

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

Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko
Bézné laboratorni sklo, Spicky z umé€lé hmoty

Dalsi laboratorni pomiicky (kopist, Spachtle, skalpel, bunic¢ina)

4.4 Roztoky

Nékteré roztoky pro izolaci rostlinné DNA byly ziskany od RNDr. A. Kovaiika, CSc.
z Biofyzikalniho ustavu AV CR v.v.i, v Brné. Roztoky pro purifikaci magnetickymi nosiéi
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byly ptipraveny podle navodl k laboratornim cvi¢enim Analyza vybranych druhd bakterii

mlécného kvaseni pomoci metod molekularni biologie [28].

4.4.1 Roztoky pro izolaci a purifikaci rostlinné DNA

Lyzacni pufr s CTAB — navazka 1 g cetyl triethylamonium bromidu byla
rozpusténa v 10 ml 0,5 M Tris-HCI (pH 8,0), 16 ml 5 M NaCl, 2 ml 0,5 M
EDTA (pH 8,0) a 42 ml destilované vody. Tésné¢ pied pouzitim byl ptidan
2-merkaptoethanol (1 pul/1 ml pufru)

0,5 M EDTA (pH 8,0) — 186,1 g EDTA bylo rozpusténo v 800 ml destilované
vody za stalého michdni na magnetické michac¢ce. Pomoci NaOH bylo upraveno
pH na hodnotu 8,0. Roztok byl doplnén do objemu 11 destilovanou vodou,
rozdélen do alikvotnich podili a sterilizovan v autokldvu 20 minut pti 121 °C

IM Tris-HCI (pH 7,8) — 12,1 g Tris-baze bylo rozpusténo v 80 ml destilované
vody. pH roztoku bylo upraveno pomoci koncentrované HCl na hodnotu 7,8.
Roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem 100 ml a sterilizovan
v autoklavu 20 minut pii 121 °C.

TE pufr pH 7,8 — roztok byl pfipraven steriln¢ ze zasobnich roztoki 1M Tris-HCI
(pH 7,8) a 0,5M EDTA (pH 8,0). Byl smichan 1 ml Tris-HCI (pH 7.8),
200 ul EDTA (pH 8,0) a 98,8 ml destilované vody.

Smés chloroform-oktanol - chloroform a oktanol byl smichan v poméru 24:1.
70% ethanol - 70 ml 96% ethanolu bylo smichano s 26 ml destilované vody.

Roztok chloridu sodného (5 M) - navazka 87,66 g NaCl byla rozpusténa v 300 ml
destilované vody.

Roztok 40% polyethylenglykolu 6000 - navazka 40 g PEG 6000 byla rozpusténa
v 60 ml destilované vody. Objem byl doplnén do 100 ml destilovanou vodou.

4.4.2 Roztoky pro agarozovou gelovou elektroforézu a vizualizaci DNA

Agarozovy gel (1,2%) — 0,6 g agardzy bylo rozvafeno v 50 ml
0,5x koncentrované¢ho TBE pufru.

Agarézovy gel (0,8%) — 04g agardzy bylo rozvafeno v 50 ml
0,5x koncentrované¢ho TBE pufru.

0,5x TBE pufr — 54 g Tris-badze a 27,5 g kyseliny borit¢ bylo rozpuSténo
v 600 ml destilované vody. Poté bylo pfidano 20 ml 0,5M EDTA (pH 8.,0)
a doplnéno destilovanou vodou do 1000 ml. Pfed pouzitim byl TBE pufr 10x
ziedén na vyslednou koncentraci.
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e Nanaseci pufr Yellow load (6x koncentrovany, obsahuje barvivo orange G),
(Top-Bio, Praha, CR) — roztok byl pfed pouzitim smichan se vzorkem
plazmidové DNA v poméru 1:5.

e DNA standard 100 bp Zebti¢ek (Malamité, Moravské prusy, CR) - obsahuje
fragmenty 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 bp.

e Barvici lazett — 100 pl roztoku ethidiumbromidu (2,5 mg:ml™) bylo ziedéno
500 ml destilované vody.

4.5 Metody

4.5.1 Zpracovani vzorkii zeleniny

Vzorky zeleniny (cibule, brokolice, zelené naté cibule) byly otfeny ethanolem,
sterilnim skalpelem nakrajeny na malé¢ kousky a do 1,5 ml Eppendofové zkumavky bylo
odvazeno 0,1 g rostlinného materidlu. Pro izolaci DNA magnetickymi casticemi byly
ptipraveny lyzaty bun¢k obsahujici DNA rizné Cistoty.

4.5.2 Lyze bunék

4.5.2.1 BéZna homogenizace s lyzacnim pufrem s CTAB (1)

K rostlinnému materidlu (0,1 g) bylo pfidano 500 pl lyzaéniho pufru CTAB a 1 pl
merkaptoethanolu (0,2%). Homogenizace byla dikladné provadéna za chladu ve vymrazené
kostce pomoci sterilniho kopistu. Po homogenizaci byly vzorky inkubovany pii 60 °C
po dobu 30 min. Po inkubaci bylo pfidano dalSich 500 pl lyza¢niho roztoku CTAB z divodu
velké viskozity. Smési byly promichany a centrifugovany pii 14 500 ot/10 min. Pro separaci
DNA byl odebran supernatant. K izolaci DNA magnetickymi ¢asticemi ho bylo pouzito
100 pl.

4.5.2.2 Piidavek chloroform-oktanolu (2)

Dle kapitoly 4.5.2.1 bylo po inkubaci k 500 ul rostlinného materidlu v lyzacnim
roztoku CTAB pfidano 500 pl chloroform-oktanolu. Smési byly promichdny a centrifugovany
pii 14 500 ot/10 min. Pro separaci DNA bylo odebrano 100 pl supernatantu.

4.5.2.3 Pridavek isopropanolu (3)

Postup byl stejny jako v kapitole 4.5.2.2. K maximalnimu mnoZstvi odebraného
supernatantu do Cisté Eppendorfovy zkumavky bylo ptidano 0,6 objemu isopropanolu. Smés
byla promichéna po dobu asi 5 minut a byla centrifugovana pii 14 500 ot/10 min. Supernatant
byl odstranén a k sedimentu DNA bylo ptidano 1000 ul 70% ethanolu. Po fadném promichéani
pomoci vortexu byl vzorek DNA opét centrifugovan (14 500 ot/10 min). Supernatant byl slit
a Eppendorfova zkumavka se nechala vysusit v termostatu pii 60 °C po dobu asi 5 minut.
Do vysusené zkumavky s DNA bylo pfidano 120 ul TE pufru. K izolaci DNA magnetickymi
¢asticemi bylo pouzito 100 ul tohoto vzorku.
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4.5.3 1Izolace DNA magnetickymi ¢asticemi

K izolaci DNA byly pouzity rizné druhy magnetickych castic. Slozeni separacni smési
pro izolaci DNA a potadi pfidavani slozek je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 3: Slozeni separa¢ni smési

Poradi Komponenta Objem (ul)
1 5 M NaCl 400
2. lyzat bun¢k (DNA) 100
3. 40% PEG 6000 400
4 Magnetické Castice 100

Po smichani komponent byla smés inkubovana pfti laboratorni teplot¢ po dobu 15 min.
Po uplynuti doby inkubace byly zkumavky umistény na 5 min do magnetického separatoru
a magnetické nosice byly odseparovany. V pritomnosti magnetického pasu byl supernatant
opatrné odpipetovan ze zkumavky. Magnetické nosi¢e s navazanou DNA bez piitomnosti
magnetického pasu byly promyty 500 pl 70% ethanolu. Smés magnetickych ¢astic a ethanolu
byla promichéna, a magnetické nosice byly odseparovany za pouziti magnetického separatoru
po dobu 1 min. Supernatant byl opatrné odpipetovan ze zkumavky v pfitomnosti
magnetického pasu. Magnetické nosice s navdzanou DNA bez pfitomnosti magnetického péasu
byly znova promyty 100 pl 70% ethanolu. Magnetické nosic¢e byly odseparovany za pouziti
magnetického separatoru po dobu 1 min. DNA adsorbovana na magnetickych ¢asticich byla
eluovédna do 50 nebo 100 pl TE pufru pfi laboratorni teploté po dobu 1 hodiny. Po eluci byly
magnetické nosi¢e odseparovany pomoci magnetického separatoru po dobu 2 minut a eluat
obsahujici DNA byl odebran do ¢isté zkumavky. DNA byla déale uchovana pti -20 °C.

4.5.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a istoty DNA

Méfeni koncentrace a Cistoty izolované DNA bylo provedeno na pftistroji NanoDrop
2000. Cocka piistroje byla o¢isténa ty¢inkou s destilovanou vodou. Na ¢oc¢ku piistroje byly
naneseny 2 pul TE pufru (blank). Cocka byla opét ocisténa. Poté bylo na ¢ocku naneseno 2 pl
vzorku a provedeno méfeni. Po méfeni byla ¢ocka ocisténa 2x vodou (2x 2 ul). Vzorky byly
pred méfenim fadné promichany. Na spektrofotometru byla méfena absorbance v rozmezi
vlnovych délek 230 aZz 320 nm. Ze zdznamu o méfeni byla odectena koncentrace DNA
(ng/ul), poméry absorbanci pii vinovych délkach Asgonm/A280nm @ A260nm/A230nm-

4.5.5 Srazeni DNA ethanolem

Vzhledem k nizké koncentraci DNA ve vzorcich (viz dale) byly pro zjisténi jeji
integrity pomoci gelové elektroforézy vzorky DNA brokolice, cibulové naté a cibule
izolované magnetickymi ¢asticemi smichany dohromady. Automatickou pipetou byl zméfen
objem DNA a ke kazdému vzorku byla pfidana 1/20 objemu 3 M octanu sodné¢ho. Smés byla
promichédna. Dale byl pfidan 2,5 ndsobek objemu 96 % ethanolu vychlazeného
na -20°C. Smés byla opét promichana. DNA byla sraZena pii -20 °C po dobu 5 minut. Smés
byla centrifugovana pii 14 500 ot/min po dobu 15 minut. Poté byl opatrné slit supernatant
a sediment byl oplachnut 100 pul 70% ethanolu. Smés byla znovu centrifugovdna po dobu
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10 minut pti 14 500 otackach. Sediment byl kratce susen v exsikatoru pti 37 °C. DNA byla
rozpusténa ve 30 ul TE pufru a dale uchovana pti 4 °C. Takto izolovand DNA byla pouzita
pro spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA a gelovou elektroforézu DNA.

4.5.6 Testovani zakoncentroviani DNA pomoci nosice

Bylo provedeno ovéieni moznosti zakoncentrovani DNA pomoci magnetickych
nanoc¢astic PLL. Jako modelovda DNA byla pouzita DNA zteleciho thymu. Slozeni
separacnich smési s 8% PEG 6000 pro testovani postupu je uvedeno v Tabulce 4. Bylo
provedeno zakoncentrovani podle postupu uvedeného v kapitole 4.5.6. DNA adsorbovana
na magnetickych ¢asticich byla za tfepani eluovana do 50 pl TE pufru o pH 8,0 pii 60 °C
po dobu 1 hodiny. Po eluci byly magnetické nosice sto¢eny na nano po dobu 3 minut
a odseparovany pomoci magnetického separatoru po dobu 2 minut. Eluat obsahujici DNA byl
odebran do Cisté zkumavky.

Tabulka 4: SloZeni separacni smési

Komponenta Objem (ul) Objem (ul) Objem (ul)
2,5 M NaCl 400 200 100
TT DNA 25 ng/ul 300 150 75
40% PEG 6000 200 100 50
MC PLL (0,1 mg/ml) 100 50 25
Celkem 1000 500 250

4.5.7 Amplifikace DNA metodou PCR

4.5.7.1 Priprava smési pro PCR

Nejprve byly vzorky DNA zfedény 10x. Komponenty byly smichany v potadi
a objemovém mnozstvi uvedeném v Tabulce 5. Jako negativni kontrola misto DNA matrice
byla pouZita sterilni voda a jako pozitivni kontrola byla pouZita rostlinna DNA - B.oleracea
10 ng/pl.

Tabulka 5: Slozeni smési pro PCR s riznymi DNA polymerdzami polymerazy nejsou rozliSeny

Komponenta Objem (ul) Komponenta Objem (ul)
H,O pro PCR 17,1 H,O pro PCR 16,5
10x Reakéni pufr kompletni 2,5 10x Reakéni pufr kompletni 2,5
Primer forward (10 pmol/ul) 1,0 Primer forward (10 pmol/ul) 1,0
Primer reverse (10 pmol/pl) 1,0 Primer reverse (10 pmol/pl) 1,0
Smés dNTP (10 mM) 1,0 Smés dANTP (10 mM) 1,0
DNA polymeraza (5 U/ul) 0,4 DNA polymeraza (1.1 U/ul) 1,0
Matrice DNA 2,0 Matrice DNA 2,0
Celkem 25,0 Celkem 25,0

29



Byly pouzity primery:

—> Primery 18S for a 5,85 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 amplifikovan produkt PCR o délce 700bp.

> Primery 268 _for a 268 _rev [47]
Primer forward: 26S_for 5- GAATTC ACC CAA GTG TTG GGA T-3°

Primer reverse: 26S_rev 5’- AGA GGC GTT CAG TCA TAA TC-3°
Byl amplifikovan produkt PCR o délce 220 bp.

4.5.7.2 Provedeni PCR

Vsechny slozky smési pro PCR byly promichdny a vlozeny do termocykleru.
Na vzorky byl polozen Cerveny pliSek a vSe bylo zakryto vyhfivacim vickem. Podminky
amplifikace jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6: Podminky amplifikace DNA v PCR

Krok Teplota (°C) Cas (s) Opakovani
1. PoCateCni denaturace 95 300 1
2. Denaturace 95 40
3. Hybridizace primeri 57 40 35
4. Syntéza DNA 72 80
5. Posledni cyklus 72 600 1

4.5.7.3 Agarozova gelova elektroforéza DNA a produktii PCR

Byl pfipraven 1,2% agar6zovy gel (0,6 g agarézy v 50 ml 0,5x TBE pufru) pfipadné
0,8% agardzovy gel (0,4 g agarézy v 50ml 0,5x TBE pufru). Suspenze byla pecliveé
rozvatena v mikrovinné troubé¢ a byla ochlazena na teplotu asi 60 °C. Suspenze byla nalita do
elektroforetické vanicky s hiebinkem a ponechana 0,5 — 1 hodinu tuhnout. Pfed nandSenim
vzorkd na gel byl opatrné vyjmut hiebinek. Vzorky byly nandSeny do komirek spolecné
s nandSecim pufrem. Vzdy bylo smichdno 25 pl produktu PCR s 5 pl nandseciho pufru
(6x koncentrovany). Do komirky bylo nanaSeno 20 pul smési. Gel byl vlozen
do elektroforetické vanicky v takové orientaci, aby zadporné nabitda DNA migrovala k anode¢.
Vanicka s gelem byla opatrné ptfevrstvena 0,5x TBE pufrem do vysky 2-3 mm nad gel a byl
zapnut zdroj gelové elektroforézy (60 V — 3 hod). Separace byla ukoncena v okamziku, kdy
bromfenolova modi obsazend v nanasecim pufru doputovala do 2/3 délky agar6ézového gelu.
Po skon&eni elektroforézy byl gel obarven ethidium bromidem (0,5 pg:ml™) po dobu
0,5 - 1 hod. Gel byl oplachnut v destilované vodé, umistén na transiluminator a vyhodnocen
v UV svétle pti vinové délce A =305 nm. Byla provedena fotografickd dokumentace pomoci
digitalniho fotoaparatu.
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava rostlinného materialu pro analyzu

5.1.1 Homogenizace

Rostlinnd DNA byla izolovana z 0,1 g rostlinného materialu dle postupti uvedenych
v kapitolach 4.5.1 a4.5.2. Zpracovani vzorki zeleniny je zndzornéno na Obrazku 7.
Homogenizace v CTAB pufru (500 pul) pomoci kopistu a piidavek smési chloroform-oktanolu
jsou vyobrazeny na Obrazku 8. Obrazek 9 znazoriiuje homogenizaci rostlinného materialu,
v Eppendorfové zkumavce s lyzaénim pufrem s CTAB, umisténé ve vymrazené kovoveé
kostce, pomoci umeélohmotného kopistu.

bulva cibule cibulova nat

Obrazek 7: Zpracovani vzorka zeleniny

pied po CTAB CTAB +
homogenizaci chloroformolkt.

Obrazek 8: Homogenizace rostlinného materialu v CTAB pufru v mikrozkumavce
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Obrazek 9: Homogenizace rostlinného materialu ve vymrazené kovové kostce s CTAB pufrem v
mikrozkumavce pomoci kopistu

- Uvedenym postupem byly pfipraveny lyzaty bunék z brokolice, cibule, zelené cibulové
naté¢ a pomazanek.

DNA byla izolovana zruzné pfipravenych lyzati bunék v CTAB bez ptidavku
chloroform-oktanolu (1), s pfidavkem chloroform-oktanolu (2) a s pfidavkem chloroform-
oktanolu a isopropanolu (3).

5.2 Izolace rostlinné DNA magnetickym nosi¢cem P(HEMA-co-GMA)

Z lyzati bunék pfipravenych vyse uvedenymi zpusoby byla DNA izolovana
magnetickym nosi¢em P(HEMA-co-GMA) dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.3. DNA
byla eluovana do 50 nebo 100 ul TE pufru a analyzovana spektrofotometricky a pomoci
PCR.

5.2.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty rostlinné DNA bylo provedeno
dle postupu uvedené¢ho v kapitole 4.5.4. Zaroven byla zaznamenana hodnota poméru
absorbance pfi vinovych délkach A = 260 nm a A = 280 nm a celkové mnozstvi izolované
DNA. Vysledky spektrofotometrického stanoveni jsou uvedeny v Tabulce 7. Na
Obrazku 10 — Obrazku 12 jsou graficky znazornéna absorp¢ni spektra izolovanych DNA.
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Tabulka 7: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA izolované z rizn€ pfipravenych lyzata
bun¢k (100 pl) magnetickymi nosi¢i P(HEMA-co-GMA)

DNA c Mcelk. Az6onm/ | A260nm/
DNA 111213 (tedeni 10x) | (ng/up) | mg) | A2 | A% | Ao | Avsoun
+H-1- - 13,9 | 1390 | 028 0,17 1,65 0,77
3 + 5,1
= [+ - - 172 | 1720 | 034 | 021 1,74 0,46
<4 + 1,5
S [H++ - 159 | 1590 | 032 | 020 1,64 0,38
+ 0,2
+ -] - - 132 [ 1320 | 026 | 0,15 1,80 0,52
o + - -
2 [++]- ; 168 | 1680 | 034 [ 0,16 2,07 0,28
N + 2.3
g [++]+ - 148 | 1480 | 030 | 0,19 1,53 0,58
+ 2,8
+H-T- - 8,0 800 | 0,16 [ 0,12 1,38 1,12
S + 3,9
2 [+ - - 130 | 1300 | 026 | 0,15 1,77 0,41
i; + 0,5
A - 11,1 | 1110 | 022 [ 0,12 1,81 0,25
+ 1,0

Homogenat: 1 - CTAB puft, 2 - ptidavek chloroform-oktanolu, 3 — ptidavek isopropanolu

LA

oA

o7

08

0.5

o4

B0 AReor B

3

02

o1

00
01

Homogenat:

1 - CTAB pufr

2 - ptidavek chloroform-oktanolu
3 - ptidavek isopropanolu

50 20 0 T80 200
Wiy (rm B

20 330 40

Obrazek 10: Absorpéni spektra DNA izolované z brokolice
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B o 20 L Homogenat:
' / 5
w] [/ 1 - CTAB pufr
oot S \ 2 - pridavek chloroform-oktanolu
ogl f A “r g
- \E 3 - ptidavek isopropanolu
0.6 t\.__
E 05 e
i - ~ N
§ 04 .-/.- Hh""m \\--\---
pat’ 1 — x t__-_'"'_-..__\_
0.2 — =
0.1 e, e -
0.0 -
0.1
20 £ Mo 250 0 i) 260 0 00 310 10 P 0
Wavelength [nm)
Obrazek 11: Absorpéni spektra DNA izolované z cibulové naté
09 . Homogenat:
3
" 1 - CTAB pufr
- 2 - piidavek chloroform-oktanolu
w OF o 24 .
- . 3 - ptidavek isopropanolu
5 (25}
:é 04
é [k ]
(i}
a1
ab
S
R T ™ ™ ™ I R ™ " TR R

Wawalength {nm)
Obrazek 12: Absorpéni spektra DNA izolované z cibule bulvy

- Mnozstvi DNA izolované magnetickym nosicem P(HEMA-co-GMA) Kanada
z 0,1 mgriuzné precisténych homogenati bylo piiblizn€¢ stejné (asi 14 — 17 ng/ul
u brokolice, 13 — 17 ng/ul u naté cibule, 8 — 13 ng/pl u bulvy cibule).

- Spektra ukazuji, Ze DNA ze vSech rostlinnych tkéni je zneciSténa polyfenolickymi latkami.

5.2.2 Ovéreni kvality izolované DNA metodou PCR

DNA uvedené v Tabulce 7 (2 ul) byly pouzity jako DNA matrice v PCR. PCR byla
provedena dle postupt uvedenych v kapitole 4.5.7. Produkty PCR byly detegovany pomoci
agarozové gelové elektroforézy na 1,2% agaroze.

5.2.2.1 PCR s primery 18S for a 5,85 rev

V PCR se amplifikuji produkty PCR o délce 700 bp. Vysledky jsou uvedeny na
Obrézku 13.
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1500

1000
produlet PCR
500
DNA
. DNA Detekce
Beh DNA 11213 m/PCR | Goqéni10x) | produkti PCR
smes

1 +1 - - 28 - ++

2 10 + +++

i brokolice il T 334 :r iii

5 + |+ |+ 32 - +++

6 0,4 + +

7 +1 - - 26 - +++

8 0,5 + ++

9 ) +| + |- 34 - +++
0 nat’ cibule 5 T Tt
11 +|+ |+ 30 - +++
12 1 + ++

13 +1 - |- 16 - +++
14 7 + ++
15 cibule +| + |- 26 - +++
16 bulva 1 + +++
17 + |+ |+ 22 - +++
18 2 + ++
19 PK +++
20 standard 100 bp zebfticek
21 NK -

Obrazek 13: Agar6zova gelova elektroforéza produktt PCR s vyuzitim primerti 18S_for a 5,8S rev

Homogenat: 1 - CTAB puftr, 2 - pfidavek chloroform-oktanolu, 3 — ptidavek isopropanolu
+, ++, +++: detekce produktu PCR rGzné intenzity, NK — negativni kontrola
PK — pozitivni kontrola — B. oleracea (10 ng/ul)

- Produkty PCR vysoké intenzity byly detegovany po amplifikaci vSech DNA (nefedénych i
fedénych). Nebyl pozorovan vliv riizného zptsobu ptipravy lyzata bunék (1, 2, 3).
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5.2.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev

V PCR se amplifikuji produkty PCR o délce 220 bp. Vysledky jsou uvedeny na
Obrazku 14.

1500
1200
1000
500
produkt PCR
100
DNA
5 DNA Detekce
Béh DNA (ng)/ ltCR (Fedéni 10x) produkti PCR
smés
1 28 _ ++
> 10 + *
3 ' 34 _ ++
1 brokolice 3 + +
5 32 _ ++
6 0,4 + -
7 26 -
3 0,5 + -
9 . 34 _ ++
10 nat’ cibule 5 + -
1 30 - +
12 ! * -
13 1 6 B +
14 7 i -
15 . 26 - i
T cibule bulva 1 + -
17 22 B
18 2 hi -
19 PK =
20 standard
21 NK .

Obrazek 14: Agar6zova gelova elektroforéza produktt PCR s vyuzitim primerti 26S_for a 26S_rev
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Homogenat: 1 - CTAB puft, 2 - ptidavek chloroform-oktanolu, 3 — ptidavek isopropanolu
+, ++, +++: detekce produktu PCR rizné intenzity, NK — negativni kontrola
PK — pozitivni kontrola — B. oleracea (10 ng/pl)

- Produkty PCR byly detegovany u nefedénych DNA u vSech amplifikovanych DNA. Slabé
produkty PCR byly detegovany po amplifikaci 10x zfedéné DNA izolované jen
z brokolice. Detekce PCR produktii byla v zavislosti na mnozstvi DNA ve smésich pro
PCR.

5.2.3 Ovéreni intaktnosti DNA

Pomoci agardzové gelové elektroforézy na 0,8% agardze byla ovéfena piitomnost
izolované rostlinné DNA. Na gel bylo nandSeno 20 ul DNA. Vysledky jsou uvedeny na
Obrazku 15.

Béh DNA 1 2|3 DNA (ng) Detekce DNA
1 L DNA 500 ++
2 A DNA 100 ++
3 + - - 280 +
4 brokolice + + - 340 +
5 + + + 320 -
6 + - - 260 -
7 nat’ cibule + + - 340 +
8 + + + 300 -
9 + - - 160 -
10 cibule bulva + + - 260 -
11 + + + 220 -

Obrazek 15: [zolovana rostlinna DNA na 0,8% agardze

Homogenat: 1 - CTAB puft, 2 - pfidavek chloroform-oktanolu, 3 — ptidavek isopropanolu

- Byla detegovana kontrolni DNA faga lambda o riznych koncentracich (velice intenzivni
pasy), DNA izolovana z brokolice (slaby pas) a DNA izolovand z cibulové naté (slaby
pas). DNA v ostatnich vzorcich nebyla vizualizovéna.

5.3 Testovani DNA po dlouhodobém uchovavani

Izolovana rostlinna DNA, pii jejiz izolaci byly pouzity magnetické mikrocastice
P(HEMA-co-GMA) (2 mg/ml), byla uchovana po dobu 5 mésicu pii -20 °C. Nasledn¢ bylo u
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vzorkll provedeno spektrofotometrické stanoveni koncentrace. Poté byla testovana pomoci
PCR amplifikovatelnost DNA. Produkty PCR byly detegovany naslednou agar6zovou
gelovou elektroforézou. Vysledné hodnoty na pocatku experimentu pred dlouhodobym
skladovanim jsou uvedeny v kapitole 5.2.

5.3.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Dle postupu uveden¢ho v kapitole 4.5.4 bylo provedeno spektrofotometrické
stanoveni. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 8. Na Obrazku 16 — Obrazku 18 jsou graficky
znazornéna absorpéni spektra DNA izolované z brokolice a cibule.

Tabulka 8: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace rostlinné DNA izolované magnetickymi nosici
P(HEMA-co-GMA) ze 100 mg homogenat

DNA c Meelk, Az6onm/ | Az60nm
DNA 1 11213] (tedeni 10x) | (ng/un) | mg) | A2 | A%0mm | oo | Avsonm
+| - |- - 32,3 3230 0,65 0,43 1,50 0,56
3 + 7.9
= |t - - 23,1 2310 0,46 0,33 1,41 0,52
§ + 6,2
S 4]+ + - 28,1 2810 0,58 0,43 1,33 0,39
+ 9,5
+| - |- - 32,6 3260 0,65 0,45 1,45 0,47
Ko + 6,5
§ +| +| - - 26,7 2670 0,54 0,33 1,64 0,33
N + 8,3
g [+ 4+ - 20,4 2040 0,41 0,29 1,40 0,51
+ 5,4
+| - |- - 14,1 1410 0,28 0,23 1,25 0,65
S + 10,8
B [+ +- - 23,3 2330 0,47 0,32 1,46 0,40
= + 3,6
SRR - 32,9 3290 0,66 0,48 1,36 0,37
+ 27,5
Homogenat: 1 - CTAB pufr, 2 - ptidavek chloroform-oktanolu, 3 — ptidavek isopropanolu
o - Homogenat:
iz \\x =1 : 1 - CTAB pufr
-1 h“‘\ﬁ 2 - piidavek chloroform-oktanolu
: ‘ g U 3 - ptidavek isopropanolu
g os B TN
; S
: . i e hﬂm\
o _H_H__—‘__'_h“‘—'—-—-.-,_-ﬁ_.l

Warenkangth {nem)

Obrazek 16: Absorp¢ni spektra DNA izolované z brokolice
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18
i Homogenat:
1 - CTAB pufr
1.2 4
2 - ptidavek chloroform-oktanolu
" ] w7 .
§ “1 3 - pridavek isopropanolu
g oaf
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E, 08
[T}
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Obrazek 17: Absorpéni spektra DNA izolované z cibulové naté

Homogenat:
15
o 1 - CTAB pufr
N 2 - ptidavek chloroform-oktanolu
3
¥ i 2 3 - pridavek isopropanolu
3 [iF-]
é LLE S
ol «
0z =
1] B - ——
30 230 240 750 750 270 280 70 300 1o 320 330 i

Wikt (Am)

Obrazek 18: Absorpc¢ni spektra DNA izolované z cibule

- Po dlouhodobém uchovavani DNA (5 mésict) bylo zjisténo, Ze jeji mnozstvi piibylo
ziejm¢ z divodu dokonalejSiho rozpusténi. DNA byla izolovana magnetickymi nosici
P(HEMA-co-GMA) v mnozstvi 14,1 — 32,9 ng/ul. Hodnoty Axeo/Azso byly v rozmezi
1,25 az 1,64 Hodnoty Az6onm/A230nm < 1,2. DNA byla zneciSténa polyfenoly, coz dokazuji

absorp¢ni kiivky.
5.3.2 Ovéreni kvality DNA metodou PCR
Vyizolované DNA uvedené v Tabulce 8 (2 ul) byly pouzity jako DNA matrice v PCR.
PCR byla provedena dle postupii uvedenych v kapitole 4.5.7. Produkty PCR byly detegovany
pomoci agarézové gelove elektroforézy na 1,2% agaroze.
5.3.2.1 PCR s primery 18S for a 5,85 rev

V PCR se amplifikovaly produkty PCR o délce 700 bp. Vysledky jsou uvedeny na
Obrazku 19.
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1500

1000
produkt PCE
500
« DNA (ng)/PCR DNA Detekce
Béh DNA 11273 smés (fedéni 10x) produkti PCR
1 standard + 100 bp Zebfticek
2 + | - - 65 - +++
3 16 + +
4 . + |+ - 46 - ++
5 brokolice B n n
6 + |+ | + 58 - ++
7 19 + +
8 + 1 -] - 65 - ++
9 13 + +
. + |+ - - +++
i (1) nat’ cibule ﬁ " n
12 + |+ | + 41 - 4+
13 11 + -
14 + -] - 28 - 4
15 22 + +
16 cibule + |+ | - 47 - ++
17 bulva 7 + -
18 + |+ |+ 66 - ++
19 55 + -
20 PK Tt

Obrazek 19: Agar6zova gelova elektroforéza produktti PCR s vyuzitim primerti 18S for a 5,8S rev

Homogenat: 1 - CTAB pufr, 2 - pfidavek chloroform-oktanolu, 3 — pfidavek isopropanolu
+, ++, +++: detekce produktu PCR rGzné intenzity, NK — negativni kontrola
PK — pozitivni kontrola — B. oleracea (10 ng/ul)
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- Dlouhodobé skladovani nemélo vliv na amplifikovatelnost. Nebyla prokazana vyrazna
pfitomnost inhibitorii PCR. Neamplifikovalo se pouze malé mnozstvi DNA (7
a 11 ng/PCR smégs).

5.3.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev

V PCR se amplifikuji produkty PCR o délce 220 bp. Vysledky jsou uvedeny na
Obrazku 20.

1500
1000
500
produkt PCR
100
« DNA (ng)/PCR DNA Detekce
Béh DNA 11213 smés (Ffedéni 10x) produkti PCR
1 + |- - 65 - -+
2 16 + -
3 . + 1+ - 46 - T+
4 brokolice B n s
5 + |+ | + 58 - +++
6 19 + ++
7 + |- - 65 - +++
8 13 + ++
9 , . + |+ | - 53 - -+
10 nat’ cibule 17 n T
11 + |+ |+ 41 - ++
12 11 + -
13 + ] - - 28 - ++
14 22 + -
15 bul 1+ - 47 - ot
6 cibule 7 n .
17 + |+ |+ 66 - +
18 55 + +
19 PK +++
20 standard 100 bp Zebfticek
21 NK -

Obrazek 20: Agar6zova gelova elektroforéza produktti PCR s vyuzitim primerti 26S_for a 26S_rev
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Homogenat: 1 - CTAB puft, 2 - ptidavek chloroform-oktanolu, 3 — ptidavek isopropanolu
+, ++, +++: detekce produktu PCR rizné intenzity, NK — negativni kontrola
PK — pozitivni kontrola — B. oleracea (10 ng/pl)

- Produkty PCR byly detegovany po amplifikaci DNA u vSech nefedénych vzorku.
U brokolice byla lepsi amplifikovatelnost u DNA izolovanych z homogenati s piidavkem,
chloroform-oktanolu a isopropanolu. U cibule ani cibulové naté tento ptidavek nemél
zadny vliv.

5.4 Izolace rostlinné DNA z ruzi¢ky brokolice magnetickymi nosici

Dale bylo na vybraném vzorku provedeno srovnani magnetickych ¢astic P(HEMA -co-
GMA) s dalSimi magnetickymi nosi¢i. DNA byla izolovdna testovanymi magnetickymi
Casticemi z lyzati brokolice v CTAB pufru bez pfidavku chloroform-oktanolu (1),
s ptidavkem chloroform-oktanolu (2) a s pfidavkem chloroform-oktanolu a isopropanolu (3).
DNA byla eluovana do 50 ul TE pufru a analyzovana spektrofotometricky a pomoci PCR.

5.4.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.4 bylo provedeno spektrofotometrické
stanoveni. Souhrnné vysledky jsou uvedeny v Tabulce 9. Na Obrazku 21 — Obrazku 24 jsou
graficky zndzornéna absorp¢ni spektra izolovanych DNA.

Tabulka 9: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace rostlinné DNA izolované z brokolice
magnetickymi nosic¢i ze 100 mg homogenati s ptidavkem 1, 2, 3

Magnetické c Mcelk. A260nm/ A260nm/
éﬁs‘:ice ! 2 3 (ng/ﬂl) (ng) A260nm A280nm A280nm A230nm
+ -1 -1 235 [ 1174 | 047 0,32 1,46 1,66
I;gHgll\\ﬁ‘) Y+ |- [ 254 | 1270 | 051 | 035 1,45 1,14
+ |+ [+ 215 | 1075 | 043 0,30 1,44 1,60
PHEMA- | + ] - | -] 63,1 | 3155 | 126 0,92 1,37 0,93
co-GMA) | + | + [ -] 61,2 | 3060 | 1,23 0,91 1,35 1,19
NH, + |+ +] 426 | 2130 | 0,85 0,60 1,43 1,74
+ | -1 -1 151 755 0,30 0,18 1,65 1,47
PLL + [+ 1 -1 160 800 0,32 0,21 1,56 3,35
+ |+ 1+ 75 375 0,15 0,12 1,25 -
+ | - -] 147 | 735 0,29 0,120 1,50 1,33
PGMAox [+ -] 156 | 780 0,31 0,25 1,25 0,90
+ |+ 1+ 08 40 0,02 0,02 0,77 -

Homogenat: 1 - CTAB pufr, 2 - ptidavek chloroform-oktanolu, 3 — pfidavek isopropanolu
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Obrazek 21: Absorpc¢ni spektra DNA izolované pomoci magnetického nosi¢e P(HEMA-co-GMA)

1.2 JCTAR schioredonm s mopropanl Hema-co-GMATRHT
1 Homogeat:

i’ 1 - CTAB pufr

:: 1 2 - ptidavek chloroform-oktanolu
03 3 - ptidavek isopropanolu

6
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Obrazek 22: Absorpcni spektra DNA izolované pomoci magnetického nosi¢e P(HEMA-co-GMA)NH,

I T Al s chisrodorm moprnnascl IF PO O Tngmi
12 e ) 2 Homogeat:
1 - CTAB pufr
1.0
2 - pridavek chloroform-oktanolu
g 3 - pridavek isopropanolu
5 g
T4
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Obrazek 23: Absorpcni spektra DNA izolované pomoci magnetického nosi¢e PLL
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Tivmirm Abridrbadcs

Homogenat:

1 - CTAB pufr

2 - ptidavek chloroform-oktanolu
3 - pridavek isopropanolu

Obrazek 24: Absorpéni spektra DNA izolované pomoci magnetického nosice PGMA ox

- Byly zjistény rozdily mezi nosi¢i v mnozstvi izolované DNA.

- Nejvyssi mnozstvi DNA izolované z brokolice magnetickym nosicem P(HEMA-co-GMA)

- Nejvyssi hodnota poméru Asgonm/Azsonm byla 1,65 s pouzitim nosic¢t PLL.

5.4.2 Ovéreni kvality izolované DNA metodou PCR

byla 25,4 ng, Mnozstvi DNA izolované¢ pomoci magnetickych mikroc¢astic P(HEMA-co-
GMA) NH; byla 63,1 ng, izolace pomoci nanocastic PLL byla 16,0 ng a pomoci PGMA ox
byla 15,6 ng.

Z DNA izolovanych z brokolice uvedenych v Tabulce 9 byly pfipraveny smési pro

PCR s 2 ul DNA matrice a provedena PCR dle postupti uvedenych v kapitole 4.5.7. Produkty
PCR byly detegovany pomoci agardézoveé gelove elektroforézy na 1,2% agaroze.
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5.4.2.1 PCR s primery 18S_for a 5,85 _rev

V PCR byly amplifikovany produkty PCR o délce 700 bp. Vysledky jsou uvedeny na
Obrazku 25.

1500
1000
produkt PCR
500
100

. Magnetické DNA (ng)/PCR Detekce

Béh DNA Castice 11273 smés produkti PCR

1 +] -] - 47 ++

2 P(H(];:II\\/I/[:'CO_ + 1+ - 51 ++

3 ) + |+ |+ 43 +

+ - - +

4 8 P(HEMA-co- 126

5 S GMA) NH + |+ - 122 -+

6 e 2 + |+ [+ 85 ++

7 < + 1 -] - 30 +++

8 PLL + |+ |- 32 -t

9 + |+ |+ 15 ++

10 + | - - 29 ++

11 PGMA ox T+ - 31 T

12 + |+ |+ 2 +

13 PK +++

14 standard 100 bp zebfticek

15 NK -

Obrazek 25: Agar6zova gelova elektroforéza produktti PCR s vyuzitim primerti 18S for a 5,8S rev

Homogenat: 1 - CTAB puft, 2 - ptidavek chloroform-oktanolu, 3 — pfidavek isopropanolu
+, ++, +++: detekce produktu PCR rlGzné intenzity, NK — negativni kontrola
PK — pozitivni kontrola — B. oleracea (10 ng/ul)

- DNA byla amplifikovana ve vsech ptipadech.

- Intenzivnéjsi produkty byly u PCR, v nichz se amplifikovala DNA izolovana pomoci
nosict PLL a P(HEMA-co-GMA)NH,.
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5.4.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev

V PCR byly amplifikovany produkty PCR o délce 220 bp. Vysledky jsou uvedeny na
Obrazku 26.

1500

1000
500
produkt PCR
100
DNA
« Magnetické Detekce produktii
Béh DNA Castice 1,23 (ng)/l:CR PCR
smes
- - ++
I P(HEMA-co- 47
2 GMA) + 1+ - 51 -
3 + 0+ |+ 43 e
- - ++
4 8 P(HEMA-co- 126
5 = GMA) NH + |+ | - 122 +
6 $ 2 + [+ ]+ 85 ++
7 - + -] - 30 ++
8 PLL + [+ - 32 -
9 + 1+ |+ 15 ++
10 + - - 29 ++
11 PGMA ox R 31 -
12 + 0+ |+ 2 ++
13 PK y
14 standard 100 bp zebticek
15 NK -

Obrazek 26: Agardzova gelova elektroforéza produktii PCR s vyuzitim primerti 26S_for a 26S_rev

Homogenat: 1 - CTAB pufr, 2 - pfidavek chloroform-oktanolu, 3 — pfidavek isopropanolu
+, ++, +++: detekce produktu PCR rizné intenzity, NK — negativni kontrola
PK — pozitivni kontrola — B. oleracea (10 ng/pl)

- U PCR svyuzitim primerd 26S for a 26S rev nebyly detegovany produkty PCR
u DNA vyizolované z homogenatii s pfidavkem organického rozpoustédla chloroform-
oktanolu.
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5.5 Izolace rostlinné DNA z bulvy cibule magnetickymi nosici

DNA byla izolovéna z lyzati bulvy cibule v CTAB pufru z homogenatt bez piidavku
chloroform-oktanolu (1), s pfidavkem chloroform-oktanolu (2) a s ptidavkem chloroform-
oktanolu a isopropanolu (3) pomoci ¢tyt druht magnetickych nosicu.

5.5.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Dle postupu uveden¢ho v kapitole 4.5.4 bylo provedeno spektrofotometrické
stanoveni. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 10. Na Obrazku 27 — Obrazku 30 jsou graficky
znazorneéna absorpcéni spektra izolovanych DNA.

Tabulka 10: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace rostlinné DNA izolované z bulvy cibule
magnetickymi nosic¢i ze 100 mg homogenati s ptidavkem 1, 2, 3

Magnetické c Meelk. Azeonmy | A260nm/
é%istice 123 (ng/pl) (ng) Azgonm Azgonm A2gonm | A230nm
+ | -] - 8.4 420 0,17 0,14 1,23 -
Ef,Hg\\/[dﬁ) B EEF T 90 0,04 : - | 045
¥+ |+ 32,3 1615 0,65 0,50 1,30 2,94
PHEMA- | +] - | - 11,3 565 0,23 0,15 1,55 0,51
co-GMA) | + | + | - 7,0 350 0,14 0,10 1,43 1,55
NH, ¥+ |+ 8.8 440 0,18 0,13 1,35 2,62
+ | -] - 6,7 335 0,14 0,08 1,60 1,04
PLL + |+ 1 - 3,8 190 0,08 0,07 1,11 -
F+ |+ 0,8 40 0,02 0,01 3,06 -
+ | -] - 46 2300 0,92 0,68 1,35 1,52
PGMAox [T+ - 123 6150 2,46 1,83 1,34 1,48
+ |+ [+ 1075 5375 2,15 1,62 1,33 1,68

Homogenat: 1 - CTAB pulfr, 2 - pfidavek chloroform-oktanolu, 3 — pfidavek isopropanolu

1.0
CTAB+chloroform (HEMA-co-GMA) Kanada 4o
CTAB (HEMA-co-GMA) Kanada Homogenat'
1 - CTAB pufr

06 2 - ptidavek chloroform-oktanolu

08

3 - ptidavek isopropanolu

041"

0.2

10mm Absorbance

00

-0.2

04

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)

Obrazek 27: DNA izolované pomoci magnetického nosice P(HEMA-co-GMA)
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TAB+chlorafarm (HEMA-co-GMA) NH2 r
14 14TAB (HEMA-co-GMA) NH2 Homogenat:

1 - CTAB pufr
2 - ptidavek chloroform-oktanolu
3 - pridavek isopropanolu

10mm Absorbance

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength {nm)

Obrazek 28: Absorpc¢ni spektra DNA izolované pomoci magnetického nosice P(HEMA -co-GMA)NH,

1,0
G Homogenat:
1 - CTAB pufr
0.6 4
2 - ptidavek chloroform-oktanolu
g 3 - ptidavek isopropanolu
£
< 02
E
g
- 0,0
-0.2
04
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
‘Wavelength (nm)

Obrazek 29: Absorpcni spektra DNA izolované pomoci magnetického nosi¢e PLL

24 (CTAB+chloroform+isopropanol F kol B 100x -
! TAB+chloroform F kol B 100x " &

2z ) Homogenat:
20 ' 1 - CTAB pufr
1.8 L
e 2 - piidavek chloroform-oktanolu
§ ol _~.3 - pfidavek isopropanolu
g 1,2 s
2
E 10
§
-~ 08
0.6
04
02
00 -
220 230 240 250 260 270 280 290 300 3o 320 330 340

Wavelength (nm)

Obrazek 30: Absorpéni spektra DNA izolované pomoci magnetického nosi¢ce PGMA ox

- Nejvyssi koncentrace DNA izolované zbulvy cibule byla magnetickym nosi¢em
P(HEMA-co-GMA) jako 32,3 ng/ul, MnoZstvi DNA izolované pomoci magnetickych
mikrocastic P(HEMA-co-GMA) NH, byla 11,3 ng/pul, izolace pomoci nanocastic PLL byla
6,7 ng/ul a pomoci PGMA ox byla 123 ng/ul.
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- Nejvyssi hodnota poméru Asgonm/Azs0nm byla 1,60 s pouzitim nosi¢t PLL.

5.5.2 Ovéreni kvality izolované DNA metodou PCR

Z DNA z bulvy cibule uvedenych v Tabulce 10 byly pfipraveny smési s 2 ul DNA
matrice pro PCR a provedena PCR dle postupti uvedenych v kapitole 4.5.7. Produkty PCR
byly detegovany pomoci agar6zoveé gelové elektroforézy na 1,2% agardze.
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5.5.2.1 PCR s primery 18S_for a 5,85 _rev

V PCR se amplifikovaly produkty PCR o délce 700 bp. Vysledky jsou uvedeny na
Obrazku 31.

1500
1000
produkt PCR
500
100
Magnetické DNA (ng)/PCR Detekce
Béh DNA Castice 11273 smés produkti PCR
1 +] -] - 17 ot
2 P(Hgll\\/[/[ﬁ-co- + |+ | - 4 +++
3 ) + |+ | + 65 +++
[P
= + | -1 - aaan
4 2 P(HEMA-co- 23
2 S GMA)NH, |1~ 14 +
6 s 2 + |+ [+ 18 -
7 Ei +1- [ - 13 ++
8 P LL + + - 8 -
9 + |+ |+ 2 +
10 + | - - 92 +++
11 PGMA ox 1+ 246 -
12 + |+ |+ 215 ++
13 PK y—
14 standard 100 bp zebricek
15 NK -

Obrazek 31: Agar6zova gelova elektroforéza produkttt PCR s vyuzitim primerti 18S for a 5,8S rev

Homogenat: 1 - CTAB puft, 2 - ptidavek chloroform-oktanolu, 3 — pfidavek isopropanolu
+, ++, +++: detekce produktu PCR rGzné intenzity, NK — negativni kontrola
PK — pozitivni kontrola — B. oleracea (10 ng/ul)

- Vétsina produktd PCR byla detegovana. PCR produkty velmi vysoké intenzity byly
detegovany po amplifikaci DNA izolované s vyuzitim mikro¢astic P(HEMA-co-GMA).
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5.5.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev

V PCR byly amplifikovany produkty PCR o délce 220 bp. Vysledky jsou uvedeny na
Obrazku 32.

1500
1000
500
produkt PCR
100
. Magnetické DNA (ng)/PCR Detekce
Béh DNA Castice 11213 smés produkti PCR
+ -] - ++
I P(HEMA-co- 17
2 GMA) + |+ - 4 +
3 + |+ |+ 65 +
[P
— + - - +
4 2 P(HEMA-co- 23
5 S GMA) NH + |+ | - 14 +
6 s 2 + |+ |+ 8 +
7 E + - - 13 -
8 PLL + + - 8 -
9 + |+ |+ 2 -
10 + -] - 92 ++
11 PGMA ox TR I 246 -
12 + |+ |+ 215 -
13 PK I
14 standard 100 bp zebricek
15 NK -

Obrazek 32: Agar6zova gelova elektroforéza produktt PCR s vyuzitim primerti 26S_for a 26S_rev

Homogenat: 1 - CTAB puft, 2 - ptidavek chloroform-oktanolu, 3 — pfidavek isopropanolu
+, ++, +++: detekce produktu PCR rlGzné intenzity, NK — negativni kontrola
PK — pozitivni kontrola — B. oleracea (10 ng/ul)

= Ve vétsing pripadl nebyly detegovany produkty PCR. Slabé produkty PCR lze pozorovat
po amplifikaci DNA izolovanych s vyuzitim nosicdt P(HEMA-co-GMA), P(HEMA-co-
GMA) NH; a PGMA ox.

- DNA se amplifikovala za vzniku slabych produktd PCR (s vyjimkou DNA izolované
¢asticemi PLL).
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5.6 Izolace rostlinné DNA z cibulové naté magnetickymi nosici

DNA byla izolovana z lyzath cibulové nat¢ v CTAB pufru z homogenatt bez piidavku
chloroform-oktanolu (1), s pfidavkem chloroform-oktanolu (2) a s pfidavkem
chloroform-oktanolu a isopropanolu (3) pomoci ¢tyi druhti magnetickych nosict.

5.6.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Dle postupu uveden¢ho v kapitole 4.5.4 bylo provedeno spektrofotometrické
stanoveni. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 11. Na Obrazku 33 — Obrazku 36 jsou graficky
znazorneéna absorpcéni spektra izolovanych DNA.

Tabulka 11: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace rostlinné DNA izolované z cibulové naté
magnetickymi nosic¢i ze 100 mg homogenati s ptidavkem 1, 2, 3

Magnetické c Meelk, Az6onm/ | A260nm/
é%istice 112]3 (ng/ul) (ng) Azetum Azstum As80nm | A230nm
+ | -] - 449 2245 0,90 0,56 1,59 1,36
Ef,Hg\\/[dﬁ) Tl - 45 225 | 009 | 008 | 1,17 i
¥+ |+ 43,9 2195 0,88 0,71 1,24 1,97
PHEMA- | + | - | - 7.3 365 0,15 0,11 1,28 -
co-GMA) | + | + | - 2,5 125 0,05 0,07 0,75 -
NH, ¥+ |+ 2,0 100 0,04 0,06 0,64 -
+ | -] - 14,3 715 0,29 0,19 1,52 1,13
PLL + |+ 1 - 3,1 155 0,06 0,03 1,94 -
F+ |+ 0,5 25 0,01 0,01 0,76 -
+ | -] - 109,7 5485 2,19 1,60 1,37 1,30
PGMAox [T+ - 127,7 6385 2,55 1,94 1,32 1,46
+ |+ [+ 1255 6275 2,51 1,87 1,34 1,46

Homogenat: 1 - CTAB puft, 2 - pridavek chloroform-oktanolu, 3 — pfidavek isopropanolu

09 ¢

07
0.6

05

0.4

10mm Absorbance

03
02
01

0.0
01]

i QBrH WA ﬁmr,x nade —
i /

1,0 T.I\E! chi It,ru[t,rm isopr L.pal ol | FEMI\ -co-GMA) Kanada

et

Homogenat:

1 - CTAB pufr

2 - ptidavek chloroform-oktanolu
3 pr1davek isopropanolu

220 230

240

250

260 270

280 280
Wavelength (nm)

300

3o

320

330

340

Obrazek 33: Absorpcni spektra DNA izolované pomoci magnetického nosi¢e P(HEMA-co-GMA)
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0.8 1CTAB (HEMA-co-GMA) NH2 Homogenét:
o 1 - CTAB pufr
" 2 - ptidavek chloroform-oktanolu

" 3 - piidavek isopropanolu

05
0.4

03

10mm Absorbance

01
0.0

-0,1

-0.2

220 230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330 340
‘Wavelength (nm)

Obrazek 34: Absorpcni spektra DNA izolované pomoci magnetického nosice P(HEMA-co-GMA)NH,

1.0 JCTAB+chioroform-+isopropancl F79/L
L Homogenat:
08
e 1 - CTAB pufr
06 2 - ptidavek chloroform-oktanolu
% w7 .
E A 3 - ptidavek isopropanolu
E 04
T 02
E
S 072
0,1
0.0 S e = — —— — —_—
0.1 G ”
0.2 .
250 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)

Obrazek 35:Absorpcni spektra DNA izolované pomoci magnetického nosi¢e PLL

24 {CTAB+chloroform F kol B 100 x
CTAB F kol B 100 x Homogenét:

22 1

20 1-CTAB pufr

18 S

e 2 - ptidavek chloroform-oktanolu
g 14 - pridavek isopropanolu
2 12
E 1,0
= 08

06

04

02

0.0

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)

Obrazek 36: Absorpcni spektra DNA izolované pomoci magnetického nosice PGMA ox

- Nejvys§si mnozstvi DNA izolované zcibulové naté¢ bylo ziskdno magnetickymi
nanocasticemi PGMA ox z homogenitu pfipravené¢ho s piidavkem chloroform-oktanolu
jako 127,7 ng.

- Nejvyssi hodnota poméru Azeonm/Azsonm byla 1,94 u DNA izolované s pouzitim nanocastic
PLL pokrytych polylysinem PLL.
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5.6.2 Ovéreni kvality izolované DNA metodou PCR

Z vyizolovanych DNA z brokolice uvedenych v Tabulce 11 byly pfipraveny smési
s 2 ul DNA matrice pro PCR a provedena PCR dle postupti uvedenych v kapitole 4.5.7.
Produkty PCR byly detegovany pomoci agar6zové gelové elektroforézy na 1,2% agaroze.

5.6.2.1 PCR s primery 18S for a 5,85 rev

V PCR byly amplifikovany produkty PCR o délce 700 bp. Vysledky jsou uvedeny na
Obrazku 37.

" Magnetické DNA (ng)/PCR Detekce
Béh DNA é;gistice 112713 s(mgé)s produkti PCR

! P(HEMA-co-  [————— 20 AL

2 MA) + |+ - 9 -

3 G + |+ |+ 88 ++

g P(HEMA-co- I — 155 +_+

c . GMA) NH, 1 : -

7 s + | - - 29 -+

8 3 PLL + |+ | - 6 +

9 3 + |+ |+ 1 -

10 B -] - 219 T+

1 PGMA ox e 255 -

12 + |+ |+ 251 -

13 PK +++

14 standard 100 bp zebfticek

15 NK -

Obrazek 37: Agar6zova gelova elektroforéza produktti PCR s vyuzitim primerti 18S for a 5,8S rev
Homogenat: 1 - CTAB pufr, 2 - pfidavek chloroform-oktanolu, 3 — pfidavek isopropanolu
+, ++, +++: detekce produktu PCR rizné intenzity, NK — negativni kontrola
PK — pozitivni kontrola — B. oleracea (10 ng/pl)

- Byly detegovany produkty PCR po amplifikaci DNA izolované z homogenata s lyza¢nim
pufrem s CTAB (1).
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5.6.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev

V PCR byly amplifikovany produkty PCR o délce 220 bp. Vysledky jsou uvedeny na
Obrazku 38.

1500
1000
500
produkt PCR
100
« Magnetické DNA (ng)/PCR Detekce
Béh DNA Castice 11273 smés produkti PCR
1 + -] - 90 +
P(HEMA-co-
2 GMA) + |+ - 9 -
3 . + |+ |+ 88 +
IS + 1 -] - -
Z_‘ £ P(HEMA-co- i 155 "
S -
3 % GMA) NH, i O s 4 :
7 = + 1 -] - 29 -
8 PLL + + - 6 -
9 + |+ |+ 1 -
10 + -] - 219 -
11 PGMA ox T+ - 255 -
12 + |+ |+ 251 -
13 PK Tt
14 standard 100 bp zebricek
15 NK -

Obrazek 38: Agardzova gelova elektroforéza produktii PCR s vyuzitim primerti 26S_for a 26S _rev

Homogenat: 1 - CTAB pufr, 2 - pfidavek chloroform-oktanolu, 3 — pfidavek isopropanolu
+, ++, +++: detekce produktu PCR rGzné intenzity, NK — negativni kontrola
PK — pozitivni kontrola — B. oleracea (10 ng/pl)

- Byly detegovany pouze produkty PCR izolovanych DNA po amplifikaci s vyuzitim nosic¢t
P(HEMA-co-GMA) a P(HEMA-co-GMA) NH,,

5.7 1Izolace rostlinné DNA z potravinovych vyrobkii

Pro izolaci rostlinné DNA bylo odvazeno 100 mg vyrobkii. DNA byla izolovana
z lyzatu v CTAB pufru bez pifidavku chloroform-oktanolu (1), s pfidavkem chloroform-
oktanolu (2) a s ptidavkem chloroform-oktanolu a isopropanolu (3). K izolaci DNA z vyrobku
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byly vybrany dva magnetické nosice: PLL a PGMA ox. DNA byla eluovana do 50 ul TE

pufru a analyzovéna spektrofotometricky a pomoci PCR.

5.7.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.4 bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni
koncentrace a Cistoty izolované DNA. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 12. Na Obrazku 39 —

Obrazku 42 jsou graficky zndzornéna absorp¢ni spektra izolovanych DNA.

Tabulka 12: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace rostlinné DNA izolované z potravinovych

vyrobkil magnetickymi nosici ze 100 mg homogenatt s pfidavkem 1, 2, 3

Mag. c Meelk, Az6onm/ | A260nm/
DNA Castice 1123 (ng/ul) (ng) Azgonm | A280nm A280nm | A230nm
- + | - 731 3655 1,46 0,71 2,07 2,78
Sg| PLL [+ |+ | -] 3562 | 2810 1,12 0,57 1,96 0,72
S § + |+ |+ 55 275 0,11 0,10 1,16 -
S T - - 321 1605 | 0,64 0,44 1,45 2.88
E g POMA TH T T 169 | 845 | 034 | 025 | 134 | 6,00
Y+ [+ ] 101 505 0,20 0,17 1,16 _
T - | - 252 1260 | 0,50 0,47 1,07 0,34
sg| PLL [+ [+ -1 275 1375 | 055 0,50 1,10 0,39
E g T+ |+ ] 3.0 150 0,06 0,12 0,50 1,74
.5 2 | pama 11— 32.8 1640 | 0,66 0,59 1,11 0,63
238 I N N I P 1475 | 0,59 0,49 121 0,71
T+ |+ ] 180 900 0,36 0,29 1.26 1,61

Homogenat: 1 - CTAB puft, 2 - ptidavek chloroform-oktanolu, 3 — pfidavek isopropanolu

2.0 Jrancouzskd pom. 3 - FI79L~ A~ 2
18 francouzska pom. 2 - F/L = ™
" {francouzska pom. 1.-F/79L

Wha = 1

14

Homogenat:
1 - CTAB pufr

12
10 3 - ptidavek isopropanolu
08

06

10mm Absorbance

04

02

2 - ptidavek chloroform-oktanolu

0,0 =

-0,2 /

04

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
Wavelength (nm)

340

Obrazek 39: Absorpcni spektra DNA izolované z Francouzské pomazanky pomoci magnetického

nosic¢e PLL
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08 francouzska pom. 2 - F kol 100x Homogenét:
08 1 - CTAB pufr
07 2 - ptidavek chloroform-oktanolu
E 3 - ptidavek isopropanolu
£ o5
T 04 2
5
- 03
02
01
0.0 =
-0,1
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)

Obrazek 40: Absorpcni spektra DNA izolované z Francouzské pomazanky pomoci magnetického
nosi¢e PGMA ox

\aw&koua pom. 3 - F79/L

valiBkox pom. 1 - 7 Homogenat:
16 2]
N 1 - CTAB pufr
14 \
\ 2 - pridavek chloroform-oktanolu

12 \ wr .
3 - ptidavek isopropanolu
8 10 \
éé 08
2 o6 o, iy

04 S e

02 ) T

0,0

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)

Obrazek 41:Absorpéni spektra DNA izolované z Vajickové pomazanky pomoci magnetického nosice
PLL

1,2 {vajickovéa pom. 3 - F kol 100x

1 Homogenat:

0

1 1 - CTAB pufr

09

e 2 - ptidavek chloroform-oktanolu
g o7 3 - ptidavek isopropanolu
E 06
T 05
,5 04 i/J x’_\

03 \j_“\

\\N—\—‘

02 k\

0,1 S

0,0 \'\—\_,—v— —

0,1

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)

Obrazek 42: Absorpéni spektra DNA izolované z Vajickové pomazanky pomoci magnetického nosice
PGMA ox

—> Vhodné nosice pro izolaci DNA z Francouzské rostlinné pomazanky jsou PLL. Nejvyssi
mnozstvi izolované DNA je 73,1 ng/ul. Izolovand DNA dosahovala hodnot Asgonm/A280nm

1,96.
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- Vhodnymi magnetickymi nosici pro izolaci DNA z Vajickové pomazanky byly magnetické
mikro¢astice PGMA ox, diky kterym se podafilo vyizolovat DNA o koncentraci
32,8 l’lg/l.,tl Pomér A26Onm/A280nm 1,45

- Byly zjistény rozdily mezi nosi¢i v mnozstvi i ¢istoté izolované DNA.

5.7.2 Ovéreni kvality izolované DNA metodou PCR

Z DNA izolovanych z potravinovych vyrobkli uvedenych v Tabulce 12, byly
pripraveny smeési s 2 Wl DNA matrice pro PCR a provedena PCR dle postupti uvedenych
v kapitole 4.5.7. Produkty PCR byly detegovany pomoci agarézové gelové elektroforézy na
1,2% agaroze.
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5.7.2.1 PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev

V PCR byly amplifikovany produkty PCR o délce 700 bp. Vysledky jsou uvedeny na
Obrazku 43 a Obrazku 44.

" DNA
« Redéni | Magnetické Detekce
Béh DNA 10x é%’lstice 1123 (“g)’IiCR produkti PCR
smés
1 - + | - | - 146 +
2 + +
3 - PLL + + - 112 +
4 + -
5 - + | + | + 11 -
6 Francouzska + +
7 pomazanka - + | - - 64 -
8 + +
9 - PGMAox | * |+ | - 34 -
10 + +
11 - + |+ | + 20 -
12 + ++
13 PK +H++
14 standard 100 bp zebticek
15 NK -

Obrazek 43: Agardzova gelova elektroforéza produktiit PCR amplifikovanych z Francouzské

pomazanky s vyuzitim primerti 18S_for a 5,8S rev

Homogenat: 1 - CTAB pufr, 2 - ptidavek chloroform-oktanolu, 3 — pfidavek isopropanolu
+, ++, +++: detekce produktu PCR rGzné intenzity, NK — negativni kontrola
PK — pozitivni kontrola — B. oleracea (10 ng/ul)

-> Pievazné byly detegovany produkty PCR po amplifikaci u 10x zfedénych vzorki DNA.
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1500

1000
produkt PCR
500
100
. DNA
“ Redéni | Magnetické Detekce
Béh DNA 10x é%’lstice 1123 (ng)/lZCR produkti PCR
smés

1 - + | - | - 50 ++

2 + + - - ++

3 - PLL + |+ | - 55 ++

4 + + |+ | - -

5 - + |+ | + 6 -

6 Vajickova + + 1+t -

7 pomazanka - + | - - 66 +

8 + + | - | - -

9 - PGMA ox + + - 59 ++

10 + + |+ | - -

11 - + |+ |+ 36 ++

12 + + |+ |+ -

13 PK +

14 standard 100 bp zebticek

15 NK -

Obrazek 44: Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR amplifikovanych z Vajickové pomazanky

s vyuZzitim primerti 26S_for a 26S _rev

Homogenat: 1 - CTAB pufr, 2 - pfidavek chloroform-oktanolu, 3 — pfidavek isopropanolu
NK — negativni kontrola

+, ++, +++: detekce produktu PCR rizné
PK — pozitivni kontrola — B. oleracea (10 ng/pl)

intenzity,

- U Vajickové pomazanky byly detegovany produkty PCR po amplifikaci u nefedénych
vzorkd DNA.
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5.7.2.2 PCR s primery 26S_for a 26S_rev

V PCR byly amplifikovany produkty PCR o délce 220 bp. Vysledky jsou uvedeny na
Obrazku 45 a Obrazku 46.

DNA

< Redéni | Magnetické Detekce

Béh DNA 10x ég:istice 1123 (ng)/I:CR produkti PCR
smés

1 - + | - | - 146 +++

2 + + | - - ++

3 - PLL + + - 112 ++

4 + + | + | - ++

5 - + | + | + 11 ++

6 Francouzska + + |+ F ++

7 pomazanka - + 1 - - 64 +++

8 + + 1 -] - +

9 - PGMAox | * |+ | - 34 t

10 + + |+ | - +

11 - + |+ |+ 20 ++

12 + + | + | + -

13 PK +++

14 standard 100 bp zebrticek

15 NK -

Obrazek 45: Agardzova gelova elektroforéza produkti PCR amplifikovanych z Francouzské
pomazanky s vyuzitim primerd 26S_for a 26S_rev

Homogenat: 1 - CTAB puft, 2 - ptidavek chloroform-oktanolu, 3 — pfidavek isopropanolu
+, ++, +++: detekce produktu PCR rizné intenzity, NK — negativni kontrola
PK — pozitivni kontrola — B. oleracea (10 ng/pl)

—> Vétsina produktt byla detegovana po amplifikaci nefedéné a fedéné DNA.

- Produkty PCR vétsi intenzity byly detegovany po amplifikaci DNA izolované
nanocasticemi PLL v zavislosti na mnozstvi DNA v PCR smési.
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1500
1000

500

produkt PCR
100

DNA

« Redéni | Magnetické Detekce

Béh DNA 10x égéstice 1123 (ng)/I:CR produkti PCR
smés

1 - + ] -] - 50 ++

2 + + | - | - +

3 - PLL + | + - 55 +++

4 + + |+ | - ++

5 - + |+ | + 6 +++

6 Vajickova + + |+ |+ ++

7 pomazanka - + | - | - 66 T+

8 + + -] - +

9 - PGMAox | T |t 1| - 59 ++

10 + + |+ | - +

11 + |+ | + 36 +

12 + + |+ | + +

13 PK +++

14 standard 100 bp zebrticek

15 NK -

Obrazek 46: Agardzova gelova elektroforéza produktli PCR amplifikovanych z Vaji¢kové pomazanky
s vyuzitim primertt 26S_for a 26S _rev

Homogenat: 1 - CTAB puft, 2 - ptidavek chloroform-oktanolu, 3 — pfidavek isopropanolu
+, ++, +++: detekce produktu PCR rizné intenzity, NK — negativni kontrola
PK — pozitivni kontrola — B. oleracea (10 ng/ul)

—> Po amplifikaci DNA izolované z Vajickové pomazanky byly detegovany produkty PCR.

- Lze pozorovat rozdily v intenzit¢ produkti PCR u 10x zfedénych DNA, ve srovnani
s nefedénou DNA v zavislosti na rizném mnozstvi DNA/PCR sm¢s.
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5.8 Ovéreni intaktnosti DNA

5.8.1 Izolace DNA magnetickym nosicem P(HEMA-co-GMA)

Dle postupu uvedeného v kapitole 4.5.4 byla kvalita piesrazené DNA provérena
spektrofotometricky. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 13. Na Obrazku 47 jsou graficky
znazornéna absorpéni spektra izolovanych DNA.

Tabulka 13: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace rostlinné DNA izolované magnetickymi
nosici ze 100 mg lyzatu

c A260nmy A260nm/
DNA Az60nm | A280nm
(ng/ul) 260 280 A280nm A230nm
brokolice nizka koncentrace DNA - - 0,95 2,90
nat’ cibule 18,7 0,38 0,28 1,36 0,52
cibule bulva nizka koncentrace DNA - - 1,13 0,47
g\. o4 nat’
%‘ 5
[# - brokolice =
Fel X} i e =0 0 g K 300 L Wl

Obrazek 47: Absorpc¢ni spektra presrazené rostlinné DNA
- Rostlinnd DNA nebyla Gspés$né presrazena.

- Koncentrace rostlinné DNA nemohla byt vzhledem ke kvalit¢ zméfeného spektra

vyhodnocena.

- Gelova elektroforéza DNA nebyla provadéna.

5.8.2 S vyuzZitim riznych druhi nosic¢a

Dle postupu uvedené¢ho v kapitole 4.5.4 byla kvalita ptesrdzené DNA ovéfena
spektrofotometricky. Pro ovéfeni intaktnosti byla pouzita DNA z jednotlivych produkt
izolovana vSemi magnetickymi nosi¢i. Vzorky DNA vzhledem k nizké koncentraci DNA byly
smichany dohromady. Vysledky pfed srdzenim a po srazeni DNA jsou uvedeny v Tabulce 14.
Na Obrazku 48 a Obrazku 49 jsou graficky zndzorné€na absorpcni spektra izolovanych DNA.
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Tabulka 14: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace rostlinné DNA magnetickymi nosici ze 100

mg lyzatu
c A260nmy A260nmy
DNA St A260nm A280nm
v (ng/ul) 260 280 A280nm A2300m
brokolice 26,9 0,54 0,41 1,33 1,19
cibule bulva pred 32,2 0,64 0,49 1,31 1,66
nat’ cibule 46,6 0,93 0,71 1,32 1,33
brokolice 12,7 0,25 0,20 1,30 0,51
cibule bulva po 11,5 0,23 0,18 1,26 0,51
nat’ cibule 18,7 0,38 0,21 1,75 1,18
€ o2 “*—-“_\\\_K
02
- \‘\&\\
- _ | _ | _ | _ | _ | _ |
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)

Obrazek 48: Absorpc¢ni spektra piivodni rostlinné DNA

nat
bulva
0,

w

brokolice

08
07
06

05

04

—----Qrokoueé" ~_
bulva

10mm Absorbance

03

02

01

0,0
01

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm)

Obrazek 49: Absorpcni spektra presrazené rostlinné DNA
—> Rostlinna DNA nebyla GspéS$né piesrazena.

- Ze spektrofotometrického stanoveni je patrné, ze vétsi koncentrace DNA byly pied

srazenim.
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5.8.2.1 Gelova elektroforéza

Pomoci agarézové gelové elektroforézy na 0,8% agardze byla ovéfena pritomnost
izolované rostlinné DNA. Na gel bylo nandSeno 20 ul DNA. Jako standard bylo pouzito
znamé mnozstvi DNA faga A. Vysledky jsou uvedeny na Obrazku 50.

Béh DNA DNA (ng) Detekce DNA
1 A DNA 100 +
2 A DNA 50 +
3 A DNA 25 +
4 A DNA 10 +
5 brokolice 254 -
6 bulva cibule 230 -
7 cibulova nat’ 374 +

Obrazek 50: Izolovana rostlinna DNA na 0,8% agaroze

- V relativné intaktni form¢ byla detegovana DNA izolovana z cibulové naté. Znacna cast
DNA izolovana zbrokolice a bulvy cibule byla degradovana a vizualizovana jako
nizkomolekularni DNA.
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5.9 Testovani riiznych mnozstvi DNA v separaénich smésich s 8% PEG

Bylo provedeno ovéfeni moznosti

schopnosti zakoncentrovani DNA pomoci

magnetickych nanoc¢astic PLL o koncentraci 0,1 mg/ml. Podle postupu uvedeného v kapitole
4.5.6 bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 15.

Na Obrazku 51 jsou graficky zndzornéna absorpc¢ni spektra izolovanych DNA.

Tabulka 15:Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA z teleciho brzliku zakoncentrovana
riznymi magnetickymi nosici

Objem (ul) Meelk. ,
Gistee | Smés | DNATT | DNA | 0 - T | SEVEEO0SE | LR
0
(25 ng/pl (1))
] 300 7500 68,7 | 6870 92 2,7x
PLL 2 150 3750 425 | 4250 113 1,7x
3 75 1875 8.6 860 46 0,3x
1,2 s s
1.0 2
) 0B -
5 oo B
: \
2 o
5 0.2
oo — =
.4

‘Warvgdgngih {rem)

Obrazek 51: Absorpéni spektra DNA teleciho brzliku

- U prvni separacni smési s mnozstvim TT DNA 300 pl (objem separacni smési 1000 ul) a
druhé separa¢ni smési s mnozstvim TT DNA 150 ul (objem separacni smési 500 pl) doslo

k zakoncentrovani DNA.

66



6 DISKUZE

6.1 Priprava rostlinného materiilu pro analyzu

7 0,1 g rostlinné tkan¢ byla metodou pfimé homogenizace z homogenati (lyzati
bunék) v roztoku s CTAB (1), CTAB s pfidavkem chloroform-oktanolu (2) a s CTAB
s ptidavkem chloroform-oktanolu a isopropanolu (3) provedena izolace. Modifikovana
metoda s CTAB se vyuziva pro izolaci rostlinné DNA, kterd obsahuje velké mnozstvi
polysacharidl, proteinti a polyfenolt [50]. U vzorki, ke kterym byl po homogenizaci ptidan
chloroform-oktanol, doslo k oddéleni fazi.

6.2 Izolace rostlinné DNA magnetickym nosi¢em P(HEMA-co-GMA)

DNA byla izolovana z riizné ptipravenych lyzath bun&k (homogenati) s pouzitim
magnetického nosice P(HEMA-co-GMA. Pro zjisténi koncentrace a Cistoty rostlinné DNA
bylo provedeno méfeni absorbance na NanoDropu 2000 v rozmezi vlnovych délek 230 —
320 nm. Pro ¢istou DNA (vhodnou pro dalsi pouziti pti amplifikaci) by pomér Azonm/A280nm
mél byt 1,8 — 2,0. Pokud je pomér absorbanci nizsi nez 1,8, je zde zneciSténi proteiny, je-li
pomeér vyssi jak 2,0, DNA je zneciSténa RNA [28]. Dal§im ukazatelem cistoty DNA je pomér
A230nm/A260nm, Ktery by mél byt v rozmezi 1,8-2,2. Pokud se namétena hodnota 1isi, DNA je
znecisténa solemi, fenoly, polysacharidy nebo proteiny [51]. Dle ziskanych wvysledkd,
uvedenych v Tabulce 7 bylo zjiSténo, Ze nejvysSi nameéfend koncentrace DNA byla
u brokolice z homogenatu pfipraveném v roztoku CTAB s pfidavkem chloroform-oktanolu.
Koncentrace byla 17,2 ng/ul. Pomér absorbanci pii vinovych délkach Ajeonm/A2sonm byl 1,74.
Koncentrace tohoto vzorku DNA byla 13,2 ng/ul. Bylo zji$téno, Ze 1 u ostatnich
analyzovanych vzorkd mél ptidavek chloroform-oktanolu ptiznivy vliv. Absorp¢ni spektra
ukazuji, ze DNA izolovana ze vSech rostlinnych tkani byla zneciSténa proteiny ¢i polyfenoly.
Proteiny maji absorpéni maxium pii 280 nm a polyfenoly absorbuji pfi 240-280 nm, tudiz
hodnoty absorbanci a koncentraci mohou byt vyssi diky téchto latek [48, 49]. Po amplifikaci
byly ale produkty PCR ve vétsin¢ piipadii detegovany. Pfi PCR, kde se amplifikovaly
produkty o délce 700 bp (Obrazek 13) byly detegovany produkty PCR ve vysoké intenzité,
tudiZ nebyl pozorovan vliv rizného zplsobu piipravy lyzatd bunék (1, 2, 3). U PCR pii
pouziti specifickych primert pro amplifikaci produktii o délce 220 bp (Obrazek 14) doslo
k amplifikaci vSech produkt pouze u nefedéné DNA. Po vyfedéni DNA bylo mensi mnoZzstvi
DNA izolované znat€¢ a bulvy cibule nedostate¢né. Dale bylo ve spodni Ccasti
elektroforeogramu mozné pozorovat intenzivni pasy, které predstavovaly dimery primerd.
Samostatnd DNA pfi ovéfeni intaktnosti DNA byla degradovand (Obrazek 15), a tudiz jeji
znacna c¢ast nebyla na gelu vizualizovand. Tato degradace mohla mit rovnéz vliv na
amplifikaci DNA.
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6.3 Testovani DNA po dlouhodobém uchovavani

Chovani DNA wuchovavané po dobu 5 mésici pii -20 °C bylo testovano
spektrofotometrickym stanovenim a amplifikaci metodou PCR. Z vysledkti uvedenych
v Tabulce 8 vyplyva, ze nejvyssi naméiend koncentrace DNA byla u DNA izolované z bulvy
cibule po ptidavku chloroform-oktanolu a isopropanolu. Koncentrace byla 32,9 ng/ul a pomér
absorbanci pfi vinovych délkach Ajeonm/Azsonm byl 1,36. Podobné vysledky poskytuje DNA
izolovana z brokolice a cibule pouze s vyuzitim homogenatu s lyzaénim roztokem CTAB.
Z4dny ze vzorkit DNA nedosahoval poméru absorbanci hodnoty 1,8. Viechny vzorky byly
znecistény. Nejveétsi Cistoty dosdhla DNA izolovanad ze zelené cibulové naté s pridavkem
chloroform-oktanolu. U vSech vzorkti DNA doslo ke zvyseni koncentrace DNA, zfejmé diky
dlouhodobému rozpousténi. Dlouhodobé skladovani nemélo vliv na amplifikovatelnost.
Produkty PCR (28 — 66 ng/PCR smés) vyrazné intenzity byly detegovany po amplifikaci
DNA u vSech netfedénych vzorki. Produkty PCR (12 — 22 ng/PCR smés) nizké intenzity byly
detegovany po amplifikaci 10x zifedénych vzorkid. U bulvy cibule, kde byla amplifikovana
10x zfedénd DNA (7 ng/PCR smés) a naté cibule (11 ng/PCR sm¢és), nebyl produkt PCR
detegovan. Toto mnozstvi DNA ve smési pro PCR nebylo za danych experimentdlnich
podminek dostatecné pro detekci produktli PCR agarézovou elektroforézou.

6.4 Izolace rostlinné DNA z razi¢ky brokolice magnetickymi nosici

DNA byla izolovana z rizné ptipravenych lyzatd bunék (homogenatli) pfipravenych
zruzicek brokolice. Pro izolaci DNA byly pouzity magnetické mikrocastice poly(2-
hydroxyethyl —methakrylat-co-glycidyl —methakrylatu) - P(HEMA-co-GMA), poly(2-
hydroxyethyl methakrylat-co-glycidyl methakrylatu) pokryté — NH, skupinami - P(HEMA-
co-GMA) NH,, magnetické nanocastice oxidii zeleza pokryté poly(L.lysinem) - PLL a
poly(glycidyl methakrylatu) - PGMA ox pokryté karboxylovymi skupinami.

Pro zjiSténi koncentrace a Cistoty rostlinné DNA bylo provedeno spektrofotometrické
stanoveni. NejvysS§i koncentrace DNA byla u DNA zbrokolice izolované s vyuzitim
magnetickych nosi¢ P(HEMA-co-GMA) NH, z homogenatu pouze roztoku CTAB.
Koncentrace byla 63,1 ng/pul. Pomér absorbanci pii vinovych délkach Ajeonm/Azsonm byl 1,37.
Bylo zjisténo, ze ptidavek chloroform-oktanolu a isopropanolu nema piiznivy vliv na
mnozstvi izolované DNA. Vytézky jsou zavislé také na zvolenych magnetickych nosicich.
Absorpéni spektra ukazuji, Ze DNA izolovana z brokolice byla zneciSténa proteiny,
polyfenoly, ptipadné dal$imi latkami [7].

U amplifikace DNA s vyuzitim primerd 18S for a 5,8 rev s pfedpokladanym
produktem 700 bp (Obrazek 25) byly intenzivnéjsi produkty PCR, pfi kterych byla pouzita
DNA izolovana pomoci nosi¢ti PLL a P(HEMA-co-GMA) NH,. U PCR s vyuzitim primeri
26S for a 26S rev pro produkty PCR o délce 220 bp (Obrazek 26) nebyly v nékterych
pfipadech produkty PCR detegovany, zejména pii izolaci DNA z homogenatt, s ptidavkem
organického rozpoustédla chloroform-oktanolu. Souvisi to zifejmé s koextrakci nezéddoucich
latek [2].
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6.5 Izolace rostlinné DNA z bulvy cibule magnetickymi nosici

DNA byla izolovana z riizn€ piipravenych homogenatl/lyzati bunek (1, 2, 3) z bulvy
cibule. Byly pouzity magnetické mikrocastice P(HEMA-co-GMA, P(HEMA-co-GMA) NH,,
PGMA ox a nanocastice PLL.

Pro zjisténi Cistoty a pro kvantifikaci rostlinné DNA bylo provedeno
spektrofotometrické stanoveni. Z vysledkii uvedenych v Tabulce 10 je patrné, Ze nejvyssi
namétfend koncentrace DNA byla u DNA izolované s vyuzitim magnetickych nosi¢ PGMA
ox z homogenatu s pfidavkem chloroform-oktanolu. Koncentrace byla 123 ng/ul. Pomér
absorbanci pii vlnovych délkadch Ajeonm/Azsonm nespliioval v zddném z piipadii podminku
ohledné Cistoty. Nejvice se pomérim 1,8 — 2,0 blizily vysledky, pfi kterych byly u izolaci
absorbanci 1,60. Bylo zjisténo, ze vytézky jsou zavislé na zvolenych magnetickych nosi¢ich a
na ptipravé homogenatu. Pfidavek chloroform-oktanolu mél ptiznivy vliv pouze u castic
PGMA ox a ptidavek isopropanolu jen u nosice P(HEMA-co-GMA). Absorpéni spektra DNA
ve veétsing pripadi ukazuji, ze DNA izolovana z bulvy cibule byla znecisténa dal$imi latkami.
Tyto latky miizou a nemusi ovliviiovat prubéh PCR [32].

Pii PCR s vyuzitim specifickych primerG pro amplifikaci produktt PCR o délce
700 bp (Obrazek 31) byly detegovany produkty PCR. PCR produkty vysoké intenzity byly
detegovany po amplifikaci DNA izolované¢ mikro¢asticemi P(HEMA-co-GMA), tudiz nebyl
pozorovan vliv rizného zptsobu ptipravy homogenatt /lyzati bunék (1, 2, 3). U PCR, pfi
pouziti specifickych primerii pro amplifikaci produkt o délce 220 bp (Obrazek 32), rovnéz
doSlo k amplifikaci DNA. Slabé produkty PCR byly detegovany po amplifikaci DNA
izolované s pouzitim nosi¢i P(HEMA-co-GMA), P(HEMA-co-GMA) NH, a PGMA ox
z homogenat v CTAB pufru. DNA izolovana ¢asticemi PLL se v PCR neamplifikovala.
DNA bylo malé mnozstvi, pfipadn¢ byla zneciSténa proteiny ¢i polyfenoly, které s PCR
interferovaly [46].

6.6 1Izolace rostlinné DNA z cibulové naté magnetickymi nosici

DNA byla izolovana z rtiznych homogenati/lyzatd bunck (1, 2, 3), pfipravenych
z cibulové naté. Byly pouzity magnetické mikrocastice P(HEMA-co-GMA), P(HEMA-co-
GMA) NH,, PGMA ox a magnetické nanocastice PLL.

Koncentrace a Cistota rostlinné DNA byla stanovena spektrofotometricky. Nejvyssi
naméefena koncentrace DNA 127,7 ng/ul byla u DNA cibulové naté izolované pomoci
magnetickych nosici PGMA ox zhomogenitu s piidavkem chloroform-oktanolu. Bylo
zjisténo, ze ptidavek chloroform-oktanolu a isopropanolu mél ptfiznivy vliv pouze u nosici
PGMA ox. Vytézky DNA byly zavislé na pouzitych magnetickych nosi¢ich. Absorpéni
spektra ukazuji, Ze DNA izolovéna z cibulové naté byla zneciSténa proteiny a polyfenoly.

U amplifikace zalezelo zfejmé na mnozstvi izolované DNA. Pfi pouziti specifickych
primerd 26S for a 26S rev pro amplifikaci pfedpoklddanych produkti o délce 220 bp
(Obrazek 38), nedoslo k amplifikaci produktti, kdyz bylo ve smésich PCR méné mnozstvi
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DNA. Byly detegovany pouze produkty PCR po amplifikaci s vyuzitim nosi¢t P(HEMA-co-
GMA) a P(HEMA-co-GMA) NH,.

6.7 Izolace rostlinné DNA z potravinovych vyrobki

Pro izolaci DNA ze dvou pomazéanek obsahujicich cibuli byly vybrany magnetické
nosi¢e PGMA ox, kterymi pfi izolaci DNA z bulvy cibule bylo izolovano nejvétsi mnozstvi
DNA. Pro porovnani byly vybrany i nosic¢e PLL, pfi jejim pouziti byla zjiSténa nejvétsi Cistota
vyizolované DNA. DNA byla izolovana z homogenitu/lyzati bunck (1, 2, 3), pfipravenych
z Francouzskeé rostlinné pomazanky a Vajickové domaci pomazanky.

Pro zjisténi Cistoty a mnozstvi vyizolované rostlinné DNA bylo provedeno
spektrofotometrické stanoveni. Z Tabulky 12 je patrné, ze nejvyS$i koncentrace DNA
izolované z Francouzské pomazanky byla zhomogenati v CTAB pufru s vyuzitim
magnetickych nosicit PLL. Zéaroven takto izolovand DNA s témito nosi¢i méla pomér
absorbanci Ajeonm/A2sonm 1,96 — 2,07 tj. nejvétsi Cistotu DNA. Magnetické ¢astice PLL jsou
mensi, a tudiz maji vetsi povrch umoznujici navazéni velké mnozstvi liganda [19]. U
Vajickové pomazanky byla nejvyssi naméfend koncentrace DNA s pouzitim nanocastic
PGMA ox z homogenatu s CTAB. Bylo zjisténo, Ze vytéZzky DNA jsou zavislé na zvolenych
magnetickych nosi¢ich. Na kvantifikaci pfidavek chloroform-oktanolu a isopropanolu k
homogenatu nemé¢l vliv. Absorpéni spektra potvrzuji znecisténi nezddoucimi latkami.

Nasledné po izolaci byla provedena amplifikace DNA metodou PCR. Po skonceni
PCR s vyuzitim specifickych primert pro amplifikaci produkti PCR o délce 700 bp byla
provedena detekce produktli PCR pomoci agar6zové gelové elektroforézy. DNA na gelu byla
po skonceni obarvena interkalaénim ¢inidlem. PCR produkty po amplifikaci DNA izolované
z Francouzské pomazanky (Obrazek 43) byly pfevdzné detegovany po amplifikaci 10x
zfedénych vzorkl. U Vajickové pomazanky (Obrazek 44) byly PCR produkty detegovany po
amplifikaci nefedénych vzorki DNA. U PCR, pfi pouziti specifickych primerd pro
amplifikaci produkti o délce 220 bp byly detegovany intenzivni produkty PCR. Na
Obrazku 45 jsou vyobrazeny produkty PCR z DNA Francouzské pomazanky. VétSina
produkti byla detegovana. LepSi amplifikovatelnost byla u DNA izolované pouzitim
nanocastic PLL. U Vajickové pomazanky (Obrazek 46) byly detegovany vSechny produkty
PCR po amplifikaci nefedéné a fedéni DNA. Ziejm¢ to souvisi s degradaci DNA — kratsi
produkty PCR (220 bp) se Iépe amplifikuji. Lze pozorovat rozdily v 10x zfedénych vzorcich,
které byly vizualizovany pomoci mén¢ intenzivnich bendu.

6.8 Ovéreni intaktnosti DNA

Touto metodou se DNA purifikuje a zakoncentruje. Ke zvySeni jeji koncentrace dojde
po rozpusténi presrazené DNA v menSim mnozZstvi pufru [6, 28]. Cilem bylo ovéfit intaktnost
izolované DNA pomoci gelové elektroforézy na agardze. Vzhledem k nizké koncentraci DNA
byla DNA zakoncentrovana piesrazenim. Izolované vzorky DNA stejného typu zeleniny byly
smichany dohromady a presrdzeny ethanolem. Po piesrazeni byla zméfena koncentrace a
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Cistota DNA. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 14. Z vysledkl je patrné, ze DNA nebyla
uspeésné zakoncentrovana. Nasledné byla provedena elektroforéza DNA. Detegovana jako
relativné intaktni byla pouze DNA izolovéna z cibulové naté (374 ng/béh). Znacna ¢ast DNA
izolovana z brokolice a bulvy cibule byla zfejmé z divodu pfitomnosti latek koextrahovanych
s DNA degradovana a byla vizualizovana jako pas DNA o nizké molekularni hmotnosti.

6.9 Testovani riznych mnoZzstvi DNA v separaé¢nich smésich s 8% PEG

Bylo provedeno ovéfeni zakoncentrovani kontrolni DNA telecitho thymu pomoci
nanocastic PLL. Do separa¢ni smeési bylo pouzito razné mnozstvi DNA. DNA byla eluovéna
do stejného objemu TE pufru. Pro zjisténi koncentrace izolované DNA z teleciho thymu bylo
provedeno spektrofotometrické stanoveni. Bylo uk4zano, ze timto zptisobem lze DNA 2-3krat
zakoncentrovat az s 100% navratnosti.
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7 ZAVER

V experimentalni ¢asti prace byla testovana mikrometoda izolace rostlinné DNA ze
vzorku cibule, brokolice a z potravinovych vyrobkt v kvalit¢ vhodné pro konven¢ni PCR.
Tato rychld mikrometoda umoziuje izolaci DNA pomoci magnetickych nosic¢ti z hrubych
lyzath buné€k, ziskanych pifimou homogenizaci rostlinnych tkani. Rostlinna DNA obsahuje
celou fadu raznych metabolitd, jako jsou polyfenoly, polysacharidy i proteiny, které mizou
prabéh PCR inhibovat. Bylo prokdzéno, ze izolovana DNA je zneciSténa riiznymi latkami
(proteiny, polyfenoly), ale byla izolovana v kvalit¢ vhodné pro PCR. Metodu je nutné
optimalizovat pro dalsi typy vyrobki.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
bp — pary bazi
CTAB — Cetyl triethylamonium bromid
DNA — Deoxyribonukleova kyselina
dNTP — 2’- deoxyribonukleotid- 5’ trifosfat
EDTA — etylendiamintetraoctova kyselina
PCR — polymerdzova fetézova reakce
PEG - polyethylenglykol
P(HEMA-co-GMA) - poly(hydroxyethylmethylkrylat-co-glycidylmethakrylat)
TBE — Tris-borat-EDTA
TE — Tris-EDTA

UV — Ultrafialové zafeni
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V soucasné dobé se Tesi problémy autenticity potravin. Jednim ze zpiisobii
analyzy falSovani jsou metody zaloZené na analyze DNA, které se pouZivaiji k de-
tekci uréitych druhi. Izolace rostlinné DNA byva komplikovand, z diivodu obsahu
celé fady riiznych metabolitiy, jako jsou polyfenoly, polysacharidy & proteiny, které
miiZou inhibovat v polymerazové fetdézové reakci (PCR).

V této praci byla ovéfovana mikrometoda izolace rostlinné DNA z cibule,
brokolice a potravinového vyrobku (francouzska rostlinnd pomazanka) v kvalité
vhodné pro konvenéni PCR. Mikrometoda umoZiiuje izolaci pomoci magnetick-
ych nosict z hrubych lyzatii, ziskanych p¥imou homogenizaci rostlinnych tkani.
Byly porovnavany riizné zpiisoby homogenizace a zpracovani homogenatii. De-
proteinace probihala v lyza¢nim pufru s obsahem cetyl trimetyl amonium bro-
midu (CTAB). Poté byl testovan vliv organickych extrakénich &nidel na nasledné
purifikacni kroky: vzorky byly rozdgleny na ¢ast bez pridavku chloroform-okta-
nolu, s pridavkem chloroform-oktanolu a s p¥{davkem chloroform-oktanolu a iso-
propanolu. Nasledné byla DNA purifikovana reverzibilni adsorpci na magnetické
nosice (testovany celkem &tyfi riizné typy matrice). U izolovanych vzorkii DNA
bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni koncentrace a istoty. Poté jsme tes-
tovali amplifikovatelnost DNA v reakci PCR. Byly pouZity specifické primery pro
rostlinnou ribosomalni DNA (xDNA). Podoblast ITS1 byla amplifikovana primery
185_for a 5,85_rev poskytujici specificky produkt délky 700 bp. Podoblast genu 265
rDNA byla amplifikovdna primery 265_for a 26S_rev s pfedpokladanou velikosti
produktu odpovidajici 220 bp. Produkty PCR byly detekovany agarézovou gelo-
vou elektroforézou pomoci fluorescenéniho interkalatoru ethidium bromidu.

Byly prokazéany rozdily ve vytéZku a kvalité DNA v zavislosti na zplisobu ho-
mogenizace, zpracovani homogenatii a pouZitych magnetickych nosiéti. Navrzeny
postup byl testovan pro izolaci kvalitni amplikovatelné DNA z potravinovych
produkth obsahujici rostlinny material.
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