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ABSTRAKT

Diplomova prace byla zaméfena na stanoveni autenticity riznych typt potravinaiskych
produkti s ovocnou slozkou pomoci molekularnich a instrumentalnich technik. Prace byla
rozd¢€lena na teoretickou a praktickou cast.

Teoreticka ¢ast prace byla zaméfena na falSovani potravin, metody stanoveni autenticity
potravin, analyzované druhy nebo technologie vyrob jednotlivych potravinaiskych produktd,
které byly vramci prace analyzovany. Tato cast byla rovnéz zameétfena na molekularni
a instrumentalni techniky, které jsou v soucasnosti vyuzivany pravé pro stanoveni autenticity
potravin.

Prakticka ¢ast diplomové prace byla rozdélena na molekularni a instrumentalni ¢ast. V ramci
molekularni ¢asti byla provedena izolace DNA s vyuzitim izola¢niho kitu EliGene Plant DNA
Isolation Kit. Nejvétsi problém V piipad¢ izolace piedstavovaly inhibi¢ni latky, jako jsou
polysacharidy. Proto byla v ramci izolace zafazena metoda s vyuzitim inkubace s pektinazou.
Vyizolovand DNA byla nésledné podrobena PCR, u vzniklych PCR produktt byla pro 1TS2
primery, slouZzici pro dikaz rostlinné DNA provedena analyza kiivek tani. V ptipad¢ druhoveé
specifickych primeri BAS1 a Pa3LTP se kterymi bylo pracovano v radmci diplomové prace
byly tyto specifické produkty podrobeny vysokorozliSovaci analyze kiivek tani HRM. U HRM
byly sledovany zejména teploty tani specifickych produkti, ta byla stanovena na 78,4 °C pro
specificky produkt primerd BAS1 a na 86,43 °C pro specificky produkt primerd Pa3LTP.
Zaveérem byly specifické produkty PCR podrobeny gelové elektroforéze na agar6zovém gelu
V ptipadé ITS2 primert, které slouzily pro ovéfeni amplifikovatelnosti rostlinné DNA,
byl detekovan band o velikosti 500 bp, v piipadé druhové specifickych primeri BAS1 a
Pa3LTP pak byly detekovany bandy o velikosti 100-150 bp. V ramci instrumentalni ¢asti prace
pak byla provedena HPLC/PDA analyza fenolickych latek. Jako nejvhodnéjsi postup byl pro
analyzu fenolickych latek zvolen postup s pfecisténim pomoci ethanolu bez zakoncentrovani.

V zavéru prace byly porovnany jednotlivé metody mezi sebou. Zaroven byl sledovan vliv
matrice na celkové stanoveni autenticity potravin.

Zatimco molekularni techniky by bylo mozné vyuZit pro stanoveni autenticity potravin tak,
Ze by byla stanovena ptitomnost druhové DNA, instrumentélni techniky by byly spiSe vhodné;si
pro odhaleni falSovani potravin a pro detekci specifickych latek.

KLICOVA SLOVA
Autenticita potravin, falSovani potravin, gPCR-HRM, HPLC/PDA, meruiika, broskev



ABSTRACT

This master’s thesis was focused on determining the authenticity of some food products with
fruit component by molecular and instrumental techniques. The thesis was divided into
theoretical and practical part.

The theoretical part of the work was focused on food adulteration, methods of determining
the food authenticity, analysed types or technologies of production of individual food products,
which were analysed in this work. This part was also focused on molecular and instrumental
techniques, which are currently used to determine the food authenticity.

The practical part of the thesis was divided into molecular and instrumental part. Within the
molecular part, DNA isolation was performed using the EliGene Plant DNA Isolation Kit.
Inhibitors such as polysaccharides seemed to be the biggest problem during the DNA isolation.
Therefore, an isolation method using pectinase incubation was performed. The isolated DNA
was subsequently subjected to PCR and the resulting PCR products were analysed by a melting
curve analysis. This method was used for ITS2 primers, which were used for the plant DNA
detection. In the case of species-specific primers BAS1 and Pa3LTP that were used for the
peach and apricot detection, high resolution melting (HRM) analysis was performed. During
HRM, the focus was on the melting temperature of the specific PCR products. The melting
temperature of the BAS1 specific product was set at 78,4 °C and at 86,43 °C for the specific
product of Pa3LTP primers. Finally, specific PCR products were subjected to agarose gel
electrophoresis. In the case of ITS2 primers, which served to verify the amplifiability of plant
DNA, a band of 500 bp was detected. In the case of species-specific primers BAS1 and Pa3LTP,
bands from 100 to 150 bp were detected. In the instrumental part of this thesis the HPLC/PDA
analysis of the phenolic compounds was performed. The most suitable procedure for the
analysis of phenolic substances was the purification procedure using ethanol without further
concentration

At the end of the work, the individual methods were compared with each other. At the same
time, the influence of the matrix on the overall determination of food authenticity was
monitored.

While molecular techniques could be used to determine the food authenticity by determining
the presence of specific DNA, instrumental techniques would be more suitable for detecting
food adulteration and detecting specific substances.

KEYWORDS
Food authenticity, food fraud, gPCR-HRM, HPLC/PDA, apricot, peach
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1 UVOD

Stanoveni autenticity potravin je vyuzivano jako nastroj pro potvrzeni kvality, ale také
bezpecnosti potravin. Pomaha pii identifikaci znehodnocenych potravin nebo také
pfi identifikaci pivodu potraviny [1]. V poslednich letech budi autenticita potravin znacny
zajem jak pro spotiebitele, tak pro vyrobce, vyzkum, ale také pro mezinarodni organy [2].

FalSovani potravin je definovano jako uvadéni na trh takovych potravin, u kterych je zjisténa
vada tykajici se charakteru nebo piivodu potraviny, a to v¢etné zasadniho poruseni pravnich
ptredpisti, naptiklad pozadavkd na jakost potraviny. NejcastéjSim falSovanim potravin, se
kterym se v soucasnosti setkdvame, je umyslna modifikace produktu nebo jeho chybné
oznaceni s cilem oklamat spotiebitele [3].

Pro stanoveni autenticity potravin lze v sou€asnosti vyuzit jiz celou fadu analytickych
metod. Jedna se nejéastéji o metody molekularni, imunochemické a instrumentalni [4].

V ramci teoretické Casti této prace byly blize prostudovany zejména metody zalozené na
analyze genomu a metabolomu. Pfi analyze genomu se nejcastéji vyuziva analyza DNA dané
matrice. Tato analyza Casto zahrnuje polymerazovou fetézovou reakci [5], dale pak
vysokorozliSovaci analyzu kiivek tani [6] a pro detekci PCR produktii nej¢astéji vyuziva
gelovou elektroforézu [7]. Pii analyze metabolomu jsou pak nejéastéji pouzivanymi metodami
kapalinova a plynova chromatografie nebo kapilarni elektroforéza a ¢asto se tyto metody poji
se statistickym zpracovanim dat s vyuzitim analyzy hlavnich komponent [8].

Praktickd cCast prace byla rozdélena na molekularni a instrumentalni ¢ast. V ramci
molekularni ¢asti prace byla provedena izolace DNA, ovétfena amplifikovatelnost vyizolované
DNA anasledné provedena PCR s vyuzitim druhové specifickych primerd. V ramci
molekularni ¢asti prace byla provedena jak singleplex, tak duplex PCR a tyto metody byly
porovnany. Instrumentalni ¢ast prace pak byla zaméfena na extrakci a analyzu fenolickych
latek.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Ruzovité (Rosaceae)

Ruzovité (Rosaceae) jsou celedi zahrnujici asi 4 828 druhii z celkem 91 rodl. Vétsina rostlin
této Celedi je péstovana pro své plody, mohou vSak byt péstovany také jako okrasné rostliny
[9]. Rostliny patfici do této Celedi piedstavuji bohaty zdroj cennych latek, jako jsou fenolické
latky nebo vitaminy [10].

2.1.1 Slivon (Prunus)

Rod Slivonn (Prunus) zahrnuje asi 200 druht rostlin, zejména ovocnych plodin, jako jsou
merunika obecnd, broskvon obecna, slivon Svestka, mandloni obecna aj. Tento rod je rozsifen
zejména v mirném pasu na severni polokouli a v subtropickych a tropickych lesech v Asii,
Africe, Jizni Americe nebo Australii [11].

2.1.1.1 Merurika obecnd (Prunus armeniaca)

Merunka obecna je ovocny strom z ¢eledi Ruzovitych. Plodem jsou peckovice s oranzovym
oplodim. Plody meruiiky jsou povazovany za jedny z nejlahodnéjSich ovocnych druhi. Mohou
byt konzumovany cerstvé, susené, konzervované, ve formé dzemd, ty¢inek nebo jako pyré [12].
Merunky jsou v lidové mediciné vyuzivany pii podrazdéni pokozky, o¢nich nebo vaginalnich
infekcich [13]. Siroka aplikace je spojena se sloZenim a obsahem aktivnich latek, obsazenych
v merunikdch. Mezi tyto latky patii vitamin C a K, f—karoten, niacin, thiamin, rizné organické
kyseliny, fenoly, t€kavé slouceniny, estery nebo terpenoidy. Vyznamnymi jsou také fenolické
latky, flavonoidy, glykosidy nebo kovové ionty [14]. Vyznamnymi fenolickymi latkami, které
jsou v merunkach obsazeny ve vys$S§im mnozstvi jsou kyselina hydroxyskoficova, kyselina
kavova, kyselina p—kumarova nebo kyselina ferulova [12].

2.1.1.2 Broskvori obecnd (Prunus persica)

Broskvon obecna je strom z ¢eledi Ruzovitych s peckovitym plodem. Plody broskvoné obsahuji
razné fenolické latky, diky ¢emuz jejich konzumace poskytuje spoustu zdravotnich benefitu,
jako je naptiklad prevence chronickych onemocnéni a podpora funkce imunitniho
systému [15]. Broskve pfedstavuji vyznamny zdroj rdznych bioaktivnich latek jako jsou
fenolické slouceniny (napft. flavonoidy nebo anthokyany) nebo antioxidanty [16]. Vyznamnymi
latkami broskve, které by mohly byt potencidlné vyuZity pro metabolomické stanoveni
autenticity potravin, jsou kyanidin-3-glukosid, kyanidin-3-rutinosid, kaempferol-3-glukosid aj.
[16], [17].

2.2 Détské prikrmy

V soucasné¢ dob¢ se détské vyzivy obsahujici ovocnou ¢i zeleninovou slozku stadvaji ¢im dal tim
vice popularnimi. Kromé ovocné slozky piedstavuji hlavni slozku détskych vyziv cukry,
organické kyseliny a zahust'ovadla. V poslednich letech se objevilo n€kolik praci zabyvajici se
prave autenticitou détskych vyziv, nejcastéji byl v ramci téchto analyz odhalen nedeklarovany
obsah cukru, zdména ovoce v détské vyZiveé anebo piidavek organickych kyselin, které nebyly
uvedeny na etiketé [18], [9]. Kromé ovocnych détskych vyziv lze také zminit vyzivy majici



zeleninovy zaklad, ty jsou jednoduché pro traveni a nabizeji vysoky obsah nutri¢né prospésnych
latek. Vétsina zeleninovych détskych vyziv se skladaji zejména z brambor nebo mrkve [19].

Konzumenti vyzaduji produkty vysoké kvality s pfirozenou viini a chuti, a rovnéz ocenuji
Cerstvé a minimalné opracované potraviny, a to zejména v piipadé ovoce a zeleniny [20].
Kvalita pyré je déna kvalitou samotného ovoce, dale pak pouzitim barviv, ochucovadel,
tékavych latek, texturou nebo obsahem organickych kyselin. Dal$imi sledovanymi znaky jsou
pak obsah ovocné slozky, pevnost, pomér endokarpu a mezokarpu, obsah duziny nebo
konzistence [21]. Ovocné pyré se vyuziva v ruznych produktech véetné marmelad, konzervach
antioxidantli. Barva ovoce pfedstavuje jeden z hlavnich ukazatelti kvality, zejména pak
Vv piipadé ¢erveného bobulového ovoce [22]. V piipadé zeleninového pyré obsahujici mrkev
nebo raj¢ata mizeme hovofit o pfirozené dobrém zdroji karotenoidnich latek. Pro analyzu
téchto slozek je pak nejéastéji vyuzivana kapalinova chromatografie [20].

2.2.1 Technologie vyroby détskych piikrmu

Z technologického hlediska se jedna o vyrobu rozmélnéné¢ho ovoce. Do skupiny vyrobku
z rozmélnéného ovoce patii znacnd Cast jak konzervarenské, tak i mrazirenské produkce.
Vyrobky spadajici do této kategorie se vzdjemné odliSuji zejména svou konzistenci,
homogenitou nebo velikosti rozmélnénych kust ovoce. Dle konzistence rozliSujeme
rozmélnéné ovocné polotovary na duzniny, pulpy a protlaky. Détské piikrmy lze
z technologického hlediska zatradit mezi protlaky. Opomeneme-li pfedbézné technologické
operace (sklizen, skladovani, ¢isténi atd.) a vyrobu duzniny, pfi vyrobé protlakii je zakladni
operaci rozvaieni, pti kterém dochéazi naptiklad k inaktivaci enzymul. Rozvareny material se
dale pasiruje a rozmélnény produkt se nasledné stabilizuje konzervaci s vyuzitim chemickych
konzervacnich latek nebo pasteraci [23].

PREDBEZNE TECHNOLOGICKE OPERACE (PTO)

. ., M Ttidéni

Sklizen Skladovani Cisténi suroviny
o 1w Odstranéni e e,
Trlde_nl nepouzitelnych D¢éleni plodt Ant19x1dacn1

suroviny 7ot zékrok

casti
VYROBA ROZMELNENYCH PRODUKTU

PTO Dezintegrace Rozvareni Pasirovani Konzervace

Obrazek 1: Schéma technologie vyroby détskych prikrmii
2.3 Caje
Pojmem caj 1ze oznacit zpracované vyhonky, listy, pupeny a jemné casti zdfevnatélych stonki
stalezelenych subtropickych ketli nebo stromt cajovniku. Z hospodéiského hlediska mayji
vyznam pouze variety druhu Camellia sinensis. Krom¢ béznych typu Caje (zeleny, bily aj.)
se setkavame s Cajem bylinnym nebo ovocnym. Ovocnym ¢ajem se tedy rozumi ¢aj vyrobeny
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ze susen¢ho ovoce a casti suSenych rostlin, kdy podil suSeného ovoce je vyssi nez 50 %
hmotnosti [23].

2.3.1 Technologie vyroby ¢aje

Zakladnim technologickym postupem pii vyrobé ovocnych ¢aji je suseni tiidéné suroviny za
specifickych podminek pro dany druh, dale pak kone¢né tprava a baleni. Ovocné ¢aje se mohou
vyrabét jednodruhové nebo ve formé smési, dale pak sypané nebo porcované. Kromé téchto
variant lze ovocné Caje vyrobit 1 v instantni form¢ suSenim jejich vyluhu, ktery byl ziskan
extrakci [23].

2.4 Miisli ty€inky

Miisli pfedstavuje smés cerealii a dalSich komponent, jako je suSené ovoce, ofechy nebo
Cokolada, které mohou byt konzumovany jak v suchém stavu, tak po smichani s tekutinou,
kterou muze byt naptiklad mléko, nebo jogurt. Cerealni slozku piedstavuji extrudované obilni
polotovary a instantni obilné vlocky. Tato slozka je pak obohacena o nutricné hodnotné
komponenty, kterymi miZzou byt ofechy nebo susené ovoce. Modernim druhem jsou cereélni
ty¢inky na stejné bazi [23].

2.5 Autenticita potravin

Stanoveni autenticity potravin Se vyuziva pro potvrzeni kvality a bezpecnosti potravin. Tento
proces pomaha identifikovat znehodnocené potraviny nebo celé varky potravin a pomaha
identifikovat, kdy a kde byla potravina vyprodukovana. Informace o ptivodu potraviny mohou
slouzit jako kli¢ovy nastroj u potravin, u kterych nas zajima geograficky ptvod [1]. Samotné
stanoveni se vyuziva pro ovéfeni autenticity potravin, kdy mimo jiné, je sledovanym znakem
i pravdivost tdaji uvadénych na etiketé. Toto stanoveni je vyuzivano zejména v boji proti
falSovani potravin. Aby bylo stanoveni autenticity potravin efektivni, mélo by byt provadéno
v ramci celého potravniho fetézce [4].

Kvalita potravin je pro konzumenty velice diileZitym faktorem a ¢asto je spojovana praveé
S autenticitou potravin. Autenticitu potravin lze chapat tak, Ze to, co je uvedeno na etiketé
odpovida realité [24]. Z hlediska spotiebitele je autenticita potravin dulezita zejména proto, ze
zakaznik dostava zbozi, za které plati, zaroven znd piesné sloZeni uvadéné na etiketé vcetné
pavodu potraviny [25]. Autenticita potravin budi v posledni dobé znaény zajmem pro
spottebitele, vyrobce, vyzkum, ale také pro mezinarodni organy vzhledem k rostouci hrozb¢
falSovani potravin [2].

2.6 FalSovani potravin

Jak jiz bylo zminéno v Givodu, falSovani potravin je definovano jako uvadéni na trh takovych
potravin, u kterych je zjisténa vada tykajici se charakteru nebo plivodu potraviny, a to véetné
zasadniho poruseni pravnich predpisi, naptiklad pozadavkl na jakost potravin [3]. Zahrnuje
tedy iimyslné nahrazovani surovin, napiiklad drahych surovin levnéjSimi, dale pak ptidavani
surovin neuvedenych na obalu vyrobku, nebo naopak uvadéni surovin na obalu vyrobku, které
pak nejsou soucasti vysledného produktu. Mezi falSovani potravin ale patii i podvodné
oznacovani, tim muze byt napiiklad klamani o ptivodu nebo mnozstvi suroviny pouzité pro
vyrobu produktu [4], [26].
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Nejcastéjsim falSovanim potravin, se kterym se v soucasné dob¢ setkdvame je umyslna
modifikace produktu nebo jeho chybné oznaceni s cilem oklamat spotiebitele. Spotiebitel si
pak kupuje potravinu, kterd neodpovida tomu, co je uvedeno na obalu vyrobku. Nejcastéji se
s falSovanim potravin setkdvame za ucelem financ¢niho zisku prodejce ¢i vyrobce, coz vSak
mize vést az k poskozeni zdravi ¢i ohroZeni Zivota spotiebitele [3], [4].

Spravnim organem, ktery se zabyva falsovanim potravin na uzemi Ceské republiky je Statni
zemé&délska a potravinarska inspekce [3].

V minulosti jsme se setkali jiz n€¢kolikrat s kauzami zabyvajicimi se falSovanim potravin.
V posledni dobé byla vyznamnou zejména metanolova kauza, kdy se v zafi 2012 na naSem
uzemi zaCaly objevovat alkoholické népoje s nezdanénymi lihovinami nezndmého ptvodu.
V tomto piipad¢ bylo hlavnim diivodem akutniho FeSeni kauzy tmrti spotiebiteli v navaznosti
na konzumaci lihovin. Dané lihoviny obsahovaly metanol natedény s etanolem v poméru 1:1.
Tato kauza vyznamné ovlivnila cely lihovarnicky pramysl. Mezi dalsi kauzy, se kterymi jsme
se v minulosti setkali bychom mohli zafadit melamin v mléénych produktech z Ciny coz mélo
za nasledek ohrozeni zdravi déti. Jako dalsi by bylo mozné zminit dopliiky stravy obsahujici
farmakologicky G¢inné latky jako napftiklad sildenafil, tadalafil ¢i anabolické steroidy, kdy
obsah téchto nebezpecnych latek nebyl na etiketé vyrobku uveden. Dal§im nebezpecnym typem
falSovani potravin se stala manipulace s datem pouzitelnosti potravin, kdy byly v obchodech
piebalovany proslé masné i mlécné vyrobky. V tomto ptipadé se vSak nikdy nepodatilo trestny
¢in prokazat, avSak dodnes se inspektoii setkdvaji s tim, Ze je datum expirace piepisovano,
ptelepovano ¢i jinak upraveno datem novym. Proslé vyrobky sice nemusi vzdy ohrozit zdravi
spottebitele, ale mohou byt pfi¢inou zdravotnich problému [3].

Mezi zptisoby falsovani potravin, které nejsou piimo spojeny s ohrozenim zdravi, ale presto
jsou zakazané, lze zaradit doslazovani medu, fedéni burc¢aku, falsovani vina, klamavou nabidku
a klamavé oznacovani nebo dZzemy s mensim podilem ovoce [3], [27].

FalSovani potravin jako takové neni v legislativé definovano, existuje v§ak n€kolik zakon,
vyhlaSek a natizeni, které upravuji falSovani potravin. Dle zakona €. 110/1997 Sb. o potravinach
a tabakovych vyrobcich a o zméné a doplnéni nékterych souvisejicich zakont, ktery zahrnuje
povinnosti provozovatele potravinaiského podniku ¢i oznacovani potravin, je zakdzano na trh
uvadét potraviny jak klamaveé oznacené, tak potraviny neznamého ptivodu [28].

Dle NARIZENT EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY (ES) &. 178/2002, kterym byly
stanoveny obecné zasady a pozadavky potravinového prava, byl ziizen Evropsky ufad pro
bezpecnost potravin, jehoz cilem je chranit z4jmy spotiebitelii a poskytovat spotiebitelim
zaklad, ktery umoZnuje vybirat se znalosti véci potraviny, které konzumuji. Jeho dal$im cilem
je také zabranit podvodnym nebo klamavym praktikam, falSovani potravin a jakymkoli jinym
praktikam, které by mohly uvadét spotiebitele v omyl [29].

Dle SMERNICE EVROPSKEHO PARLAMENTU A RADY 2000/13/ES o sblizovani
pravnich ptedpisti ¢lenskych stati tykajicich se oznacovani potravin, jejich obchodni Upravy
a souvisejici reklamy pak pouzité zptisoby oznacovani nesm¢ji uvadét kupujiciho v omyl, coz
se rovnéz vztahuje na obchodni upravu ¢i souvisejici reklamu. Tato smérnice dale uvadi
informace, které je nutné uvadeét na obalu vyrobku [30]. S vySe zminénou smérnici se pak poji
vyhlaska €. 417/2016 Sb. o nekterych zptisobech oznacovani potravin, kterd shrnuje zptisoby
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oznacovani potravin, dale pak oznacovani Cistého mnozstvi potraviny nebo oznacovani Sarze
[31].

NARIZENI RADY (ES) ¢. 510/2006 o ochrané zemé&pisnych oznadeni a oznaeni pivodu
zeméedelskych produktli a potravin pak shrnuje informace o oznaceni piivodu a zemépisné
oznaceni, kterym se rozumi nazev regionu, urcitého mista nebo ve vyjimecnych piipadech
zemée, ktery se pouziva k oznaceni zeméd€lského produktu nebo potraviny. Dale zahrnuje
informace tykajici se druhové povahy, piekryti snazvy odrid rostlin, plemen zvifat,
homonymnimi nazvy a ochrannymi znamkami [32].

Kromé¢ téchto obecnych zédkont, nafizeni a vyhldsek existuje také nékolik dalSich, které
upravuji podminky pro jednotlivé potraviny, specifikuji vlastnosti dané potraviny, pozadavky
na jakost, ale také podminky uvadéni do ob&hu. VétSinou se jednd o pravni predpisy dané
Ceskou legislativou. Mezi tyto vyhlasky lze zaradit vyhlasku ¢. 76/2003 Sb., kterou byly
stanoveny pozadavky pro piirodni sladidla, med, cukrovinky, kakaovy prasek a smési kakaa
s cukrem, ¢okoladu a ¢okoladové bonbony [33]. Zakon ¢. 321/2004 Sb. o vinohradnictvi
a vinaistvi [34], vyhlaska ¢. 69/2016 Sb. o pozadavcich na maso, masné vyrobky, produkty
rybolovu a akvakultury a vyrobky z nich, vejce a vyrobky z nich [35], vyhlaska ¢. 248/2018 Sb.
o pozadavcich na napoje, kvasny ocet a drozdi [36] a v neposledni fad¢ vyhlaska Ministerstva
zemeédelstvi €. 330/1997 Sb., kterou se provadi §18 pism. A), d), j), a k) zdkona ¢. 110/1997 Sb.
o potravinch a tabdkovych vyrobcich a o zméné a doplnéni nekterych souvisejicich zdkonl
pro ¢aj, kavu a kavoviny [37]. VSechny tyto pravni piedpisy, piestoze neuvadéji informace
0 falSovani potravin, uvadéji presné informace o vlastnostech vyrobk a jejich formé, ve které
mohou byt tyto vyrobky uvadény na trh.

Produkty vyrobené z ovoce jsou upraveny vyhlaskou €. 157/2003 Sb., kterou byly stanoveny
pozadavky pro Cerstvé ovoce a Cerstvou zeleninu, zpracované ovoce a zpracovanou zeleninu,
suché skotfapkové plody, houby, brambory a vyrobky z nich, jakoz i dalsi zplsoby jejich
oznacovani. Tato vyhlaska specifikuje jednotlivé produkty vyrabéné z ovoce, zeleniny a dalSich
surovin. U produktid vyrobenych zpracovanim ovoce definuje vyrobky jako jsou dZemy,
marmelady, povidla a dalsi. Krom¢ vyrobkii definuje tato vyhlaska také zplsob oznacovani,
kdy kromé udaji uvedenych v zédkoné a ve vyhlaSce o zpisobu oznaCovani potravin je
zpracované ovoce nutno dale znacit pouzitym druhem nebo druhy ovoce v sestupném potadi
dle hmotnosti pouZité suroviny, ndzvem skupiny atd. Tato vyhlaska pak dale uvadi poZzadavky
na jakost, technologické poZadavky a informace o uvadéni do ob¢hu. Pokud by vyrobce uvadeél
na trh vyrobek, ktery by jakymkoli zptisobem porusoval danou vyhlasku, jednalo by se tak
0 falSovani potravin [38].

2.7 Analytické metody pro stanoveni autenticity potravin

V soucasné dob¢ existuje jiz spousta metod, které 1ze vyuzit pro stanoveni autenticity potravin,
at’ uz se jedna o metody molekuldrni, imunochemické nebo instrumentélni. Z instrumentalnich
metod pouZivanych pro stanoveni autenticity potravin lze zminit napiiklad hmotnostni
spektrometrii, chromatografii nebo elektromigracni techniky [4]. V ramci analytickych technik
pouzivanych pro stanoveni autenticity potravin lze vymezit tyto techniky do nékolika skupin.
Metody, které ziskdvaji informace o chemickém slozeni, dale metody sledujici biologické
markery nebo metody zabyvajici se mnozstvim stabilnich izotopti v potraving [1].
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Z chemického hlediska lze potraviny povazovat za komplexni matrici sestavajici se
z riznych latek, v riznych koncentracich, s rozdilnymi chemickym i fyzikalnimi vlastnostmi.
To vSe je zpusobeno jak pivodem, tak zpracovanim ¢i skladovanim potraviny. Pro stanoveni
autenticity je tedy zapotfebi zaméfit se na metody charakterizace potravin na molekularni
urovni. Moderni védni disciplinou, ktera zahrnuje rizné postupy charakterizace potravin je tzv.
foodomika, ktera zahrnuje metody z oblasti genomiky, proteomiky, glykomiky, lipidomiky a
metabolomiky. Tato védni disciplina je diky svému Sirokému rozsahu schopna poskytnout
dukladny piehled o potraving na rizné molekularni urovni [39].

2.8 Analyza potravin zaloZena na analyze genomu

Existuje nékolik druhti molekularné biologickych metod, které jsou vyuzivany pro stanoveni
autenticity potravin, jako jsou napiiklad metody analyzujici proteom nebo DNA dané matrice.
Stanoveni autenticity se pak v poslednich letech nejcastéji provadi pomoci biomolekularnich
technik zalozenych na analyze DNA. Tyto metody jsou vyuzivany zejména diky stabilité
molekuly DNA v porovnani s proteiny. Analyza DNA se poji s PCR, ktera pfedstavuje rychlou,
citivou a vysoce specifickou alternativu k metodam analyzujicim proteiny obsazené
Vv analyzované matrici. Zaroven pak umoziiuje druhovou identifikaci a identifikaci ptivodu
potraviny, a to dokonce i v komplexni matrici. Nejcastéji se pak vyuziva real-time PCR
umoznujici automatizovanou, jednoduchou a opakovatelnou identifikaci amplifikovaného
produktu a ptedstavujici dobrou alternativu se specifickou a citlivou detekei velmi malych
fragmenti DNA [40], [41], [42]. Real-time PCR lze vyuzit také pii sledovani nékterych
alergent, jako je naptiklad celer, ktery Ize touto metodou detekovat i v komplexni potravinové
matrici. Touto metodou lze dokazat i pfitomnost slozky v potraviné, napiiklad medu,
pochazejici z jiné geografické oblasti, nez vyrobce uvadi. Metoda je schopné detekce jiz pii
malém mnozstvi pfislusné sekvence nukleové kyseliny v analyzované matrici [43].

Dale jsou pak Casto vyuzivany metody jako naptiklad ndhodna amplifikace polymorfni DNA
(RAPD), polymorfismus délky restrikénich fragmentli (PCR-RFLP), amplifikacni refrakéni
mutacni systétm (ARMS), jednoduché opakovani sekvence (SSR), amplifikovand oblast
charakterizovana sekvenci (SCAR) nebo multiplex PCR. V soucasnosti ziskdvaji znacnou
pozornost také biosenzory vyuzivané pro analyzu DNA nebo sekvenovani nové generace [44],
[45]. Sekvenovani nové generace je pokrocilou metodou, ktera umoziuje sekvenovani miliond
DNA fragmenti zaroven diky ¢emuZ se jednd o popularni techniku vyuZivanou v rdmci
stanoveni autenticity potravin [45].

Ptestoze existuje spousta dalSich metod pro stanoveni autenticity potravin, molekularni
techniky zaloZené na analyze DNA jsou stile zna¢né¢ vyuzivany. Mezi metody analyzujici DNA
lze dale zatadit metody, které sleduji DNA markery umoZiujici identifikaci zmén
V nukleotidové sekvenci genomu, jako jsou SNP (jednonukleotidovy polymorfismus). SNP
ziskaly v posledni dobé pozornost diky jejich nadbytku v genomu, jejich genetické stabilité, ale
také diky mozZnosti byt vyuZzity pii amplifikaci malych molekul DNA, které lze pouzit pfi
citlivgjSich technikdch. Tyto metody jsou vSak Casové narocné, drahé a vyZzaduji vysoce
proSkoleny persondl. Limitace jiZz existujicich metod zalozenych na analyze DNA dospéla
rychlou odpovéd’ a automatizaci. Takovéto techniky zahrnuji moderni biosenzory, které funguji
jako analytickd zatizeni kombinujici jak biologické, tak fyzikalné — chemické vlastnosti vzorku
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a produkuji méfitelny signal, s jehoz pomoci je detekovana koncentrace analytu biologického
vyznamu [6], [46].

Kromeé jiz zminénych technik byly v poslednich letech vytvofeny nové metody zalozené na
analyze DNA, vyuzivajici analyzu barkodu DNA v ptipad¢ identifikace rostlinnych druhti. To
zahrnuje pouziti kratkych chloroplastovych, nebo jadernych, standardizovanych sekvenci DNA
majicich bézné 400-800 part bazi. DNA barkodovani je vyuzivano pro identifikaci rostlin a hub
a studuje evolu¢ni zmény mezi pitibuznymi organismy. Obecné Ize fict, Ze se jednd o metodu,
ktera je zalozena na identifikaci kratkych tseka sekvence DNA, které by mély byt co nejvice
podobné u jedinct stejného druhu, a naopak se co nejvice lisit mezi druhy. Tyto DNA barkddy
lze nésledné porovnavat se sekvencemi znamych druhti v globalnich databazich. V ramci
analyzy potravin Ize tuto techniku vyuzit zejména pro detekci michani druhl z rozdilnych
taxonomickych skupin. Metoda kombinuje vyhody jako jsou molekularizace identifikaéniho
procesu, standardizace protokolu a komputerizace, kde data slozena do sekven¢ni databaze
slouzi jako standard pro srovnani neznamého vzorku [44].

28.1 PCR

PCR neboli polymerazova fetézova reakce je béznou technikou pouzivanou v ramci genomiky.
Tato technika byla poprvé provedena roku 1984 Kary Mullisem a je pouzivana dodnes. Jedna
se o techniku vyuzivanou pro amplifikaci specifickych sekvenci nukleovych kyselin. V dne$ni
dob¢é se jedna o metodu vyuzivanou v riznych odvétvich, jako naptiklad v genetice,
molekularni diagnostice, ale také pifi forenzni analyze. Typickd PCR zahrnuje denaturaci
dvousroubovice DNA, annealing a elongaci. Vysledkem PCR jsou potom kopie DNA
(amplikony), jejichz mnozstvi se s kazdym cyklem zdvojnasobi. Tradiéné se vyuziva tzv.
end-point PCR, kdy se provadi vizualizace amplikonti pomoci gelové nebo kapilarni
elektroforézy. Touto metodou vSak ziskdme pouze kvalitativni informaci, nikoli kvantitativni
[5], [47].

Pro PCR je nutné vyuzit 2 oligonukleotidové primery, cilovou DNA, kteréd slouzi zaroven
jako templat pro reakci, termostabilni DNA polymerdzu, smés deoxyribonukleotidli a vhodny
pufr obsahujici Mg?* ionty [48]. Schéma PCR je uvedeno na obrazku (Obrazek 2).

1 molekula DINA
A ¥ h L [‘}'I{.llls PCR:
N A 2 molelouly DNA
\\.. ’// \\..

2. cvklus PCR:
4 molekuly DINA

po n cyklech PCR: 2% moleloul DINA

Obrazek 2: Schéma PCR, prevzato a upraveno z [48]
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2.8.2 Primery

Pti PCR je rozhodujicim parametrem vhodna sekvence a koncentrace primert. V soucasnosti
existuje nékolik pocitacovych programt vyuzivanych pro navrh vhodnych primeria. Pro navrh
vhodnych primert existuje nékolik pravidel, ktera jsou spise orienta¢ni [48]:

e Oligonukleotid (18-24 nukleotid)

e Neobsahuji sekundarni struktury

e Vyvazeny pomér G/C a A/T para

e Nejsou vzajemné komplementarni

e Teplota tani cca 55-65 °C — se zvysujici teplotou se zvySuje i specifita (ATt max 10 °C)

[48]

2.8.3 Real-time PCR

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (real-time PCR, gPCR) je technikou, ktera
kombinuje amplifikaci a detekci v jednom kroku. qPCR se vyuziva napiiklad pii forenzni
analyze, pro diagnostiku rakoviny, detekci Alzheimerovy choroby, ale také pro vyzkum
kmenovych bunék. Této technice je podobnd qRT-PCR, kterd se vyuZziva zejména pro detekci
ribonukleovych kyselin (RNA). Princip této metody je podobny, v ptipadé qRT-PCR vsak
probiha navic reverzni transkripce molekuly RNA na molekulu DNA. Nejcastéji se pii detekci
amplikonu v piipadé qPCR vyuziva fluorescence [47].

2.8.4 VysokorozliSovaci analyza krivek tani (HRM)

HRM muze byt povazovana za dalsi stupen navazujici na qPCR. Na konci PCR je intenzita
fluorescenéniho signalu vysoka, a to diky vysoké koncentraci dsDNA s navazanym
fluorescen¢nim barvivem. HRM dokaze detekovat malé rozdily mezi sekvencemi na zakladé
jejich rozdilné teploty tani, coz je teplota, pii které se 50 % molekuly DNA stava
jednofetézcovou.

Pred tanim Tani Po tani

Fluorescence
EB88888883:

: 8

3

% @ @& ® W N N VD M B N T M NN N R D N B B T = B VD N R B WE

Teplota [°C]

Obrazek 3: Schéma HRM analyzy [53]
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Prvnim krokem vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani je PCR, ktera je provedena za
pritomnosti barviva, které se vaze na dvouretézcovou molekulu DNA (dsDNA). Toto barvivo
je vysoce fluorescencni pii interakei s dSDNA, ale vykazuje velice nizkou fluorescenci, pokud
neni navazano. Po provedeni PCR dochazi k postupnému zvysSovani teploty, ¢imz dochazi
k denaturaci amplikonu. Béhem této faze dochazi k uvolnéni fluorescen¢niho barviva. Kiivka
tani je potom ddna hodnotami klesajici fluorescence oproti vzristajicim hodnotam teploty, jak
je tomu v piipadé schématu HRM analyzy (Obrazek 3) [50].

Ziskané HRM kiivky tani jsou vysoce charakteristické pro kazdy amplikon a jsou zavislé na
obsahu GC part, délce amplikonu a sekvenci. Piestoze kiivky tdni DNA jsou vyuzivany hlavné
pro stanoveni teploty tani amplikoni, HRM analyza je zalozena na faktu, Ze ptesny tvar kiivky
tani je dan sekvenci DNA. Vyhodou této metody je, ze kiivky tani rozdilnych amplikoni mohou
byt rozliSeny na zakladé tvaru i pfestoze jsou definovany stejnou teplotou tani [48].

2.8.5 Gelova elektroforéza

Elektroforéza je Siroce vyuzivanou metodou v molekulérni biologii, vyuzivana zejména pro
separaci a identifikaci individudlnich makromolekul ve smési. K separaci téchto latek dochazi
na zékladé rozdilné mobility v elektrickém poli. Negativné nabité makromolekuly, jako jsou
nukleové kyseliny, jsou frakcionovany pii pohybu v elektrickém poli smérem k anodé na
zaklad¢é své struktury, naboje, konformace a velikosti. Pfi elektromigraénich technikach se
pohybuji krat§i molekuly rychleji, jelikoz mohou pory gelu prochazet rychleji, nez je tomu
Vv piipad¢é vétsSich molekul. Pivodni vyvoj elektroforetickych technik zapocal v roce 1931
separaci koloidd v elektrickém poli Arnem Tiseliusem [7].

V dnes$ni dobé se elektroforeticka separace vyuziva v nékolika podobach, vcetné formy
gelové nebo kapilarni elektroforézy. Gelova elektroforéza je jednou z nejvyuzivanéjSich
technik pro frakcionaci makromolekul na zdklad¢ elektroforetické mobility. Bé€zné se pii gelové
elektroforéze vyuziva gel z agaru, agardza, polyakrylamid nebo agardza-polyakrylamidovy gel.
Z téchto separa¢nich matric je znaéné vyuzivana agardza, zejména pro svou tvrdost a Cistotu
V porovnani s agarem. Polyakrylamid Ize rovnéZ vyuzit pro separaci makromolekul jako je
DNA, ale ma své limitace v pfipadé vétSich molekul DNA. Elektroforéza s polyakrylamidovym
gelem (PAGE) se tak nej€astéji vyuZiva pro separaci proteinll. Je béZn¢ zaloZena na dé¢leni
molekul na zakladé elektroforetické mobility, zejména pak na zakladé velikosti, tvaru,
ale i naboje molekuly [51], [52].
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2.9 Analyza potravin zaloZena na analyze metabolomu

Metabolomika se zaméfuje na obsah metabolitii ve vzorku a definuje zmény v metabolomu jako
nasledek genetickych nebo enviromentalnich faktorti, umoziuje studium malych molekul
(metabolitil) v bunkach, biologickych tekutinach, tkanich i organismech. Lze ji rozlisit na
cilenou a necilenou metabolomiku (Obrazek 4). V soucasné dobé se jedna o popularni techniku,
ktera je vyuzivana ke studiu bezpe¢nosti potravin, kvality a puvodu potravin [8], [53].

Metabolomické studie umoznuji charakterizaci mnoha komplexnich biologickych materialt
obsahujicich slouceniny s rozdilnou polaritou nebo tékavosti. Sacharidy, lipidy, aminokyseliny,
aminy, steroidy, fenolické slouceniny, karotenoidy, alkaloidy a t€¢kavé latky jsou piiklady latek
tvotici metabolom biologickych soustav. Tato diverzita vedla ke vzniku riznych odvétvi
metabolomiky. Piikladem muze byt lipidomika, ktera se zabyva studiem tfid lipidd, podtiid
a lipidickych signalnich molekul, které zajist'uji zmény v metabolismu lipidi. Volatolomika je
pak odvétvim metabolomiky zabyvajici se detekci, charakterizaci a kvantifikaci t€kavych
metabolitti v biologickych systémech [54].

Metabolomika se zabyva identifikaci a kvantifikaci metaboliti nachéazejicich se
Vv biologickych systémech. Zahrnuje dva hlavni postupy a to fingerprinting, tedy porovnani
ziskaného vysledku s nékolika skupinami vzork, a profilovani, tedy studium pouze specifické
skupiny metaboliti. Vysok4 komplexita a dynamicky rozsah metabolomu maji za nésledek
slozitost analyzy a kompletni metabolom nelze analyzovat najednou [55].

Definovany set “""u,\ Optimalizace \""-\\,\ .= | Extrakce kapalina-
slouéenin | - ‘ analytickych metod | .~ Extrakee metabolit kapalina
Ll SPE
MS analyza standardnich metabolini
Monitoring vvbrané reakce R (,/
Optimalizace slou&enin s
Standardizace, Kvantifikace
i i Validace metody ‘ MS analyza
CILENA
METABOLOMIKA 9 r
\ 4
‘ Statisticka analyza ‘ {:/ ‘ Kvantifikace ‘{_ o [ Zpracovani dat ‘
Absolutni kvantifikace metaboliti Zpracovani spektra ve
s vyuZitim standardni kitvky srovnani s daty standardizace
| Design experimentu ‘ e ‘ Extrakce metaboliti | - ‘ MS analjza |
Pfedem nezndmé Extrakce kapalina-kapalina /”
metabolity SPE Korekce
Uspotadani dat
| Zpracovani dat ‘ Volba pealai
NECILENA Normalizace
METABOLOMIKA - - Dekonvoluce
4
Potvrzeni biomarek | {:/ ‘ Identifikace biomarkern ‘{"‘/ | Statistickd analiza ‘
MSMS konfirmace Vlastni a vefejné databaze PCA
Srovnani se standardem (HMDB. NIST. METLIN. PLS-DA

GNPS, LipidMaps, KEGG)

Obrdazek 4: Schéma pracovniho postupu cilené a necilené metabolomiky, prevzato z [8]
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Rychly pokrok zaznamenala metabolomika zejména diky chromatografickym separa¢nim
technikdm a vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii (HRMS). V souCasné dobé ma
metabolomika zaloZend na hmotnostni analyze zna¢ny rozsah vcetné vyuziti v rdmci analyzy
potravin. Dva hlavni postupy pro ziskani metabolomickych dat jsou nuklearni magneticka
rezonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie (MS). Nejcastéji pouzivanymi hmotnostnimi
detektory v metabolomice jsou single nebo triple kvadrupdl, iontova past nebo TOF
(time-of-flight). Rtzné typy hmotnostnich detektor jsou Casto kombinovany pro dosazeni
lepsiho vysledku analyzy. Jako separacni techniky jsou pak v metabolomice vyuZzivany
nejcastéji plynova a kapalinova chromatografie nebo kapilarni elektroforéza [8].

2.9.1 Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci vyuZivana v metabolomice

Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii ziskala zna¢nou pozornost zejména
diky moznosti analyzovat komplexni pfirodni matrice a v poslednich letech se tak jedna
0 nejvyuzivanéjsi techniku v ramci metabolomiky. Lze ji charakterizovat jako Siroce
pouzitelnou metodu pro separaci a detekci metaboliti v Sirokém rozsahu, s vysokou citlivosti
a robustnosti. Jako ioniza¢ni zdroj se pii pouziti kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekci nejCastéji vyuZzivaji ionizace elektrosprejem, chemickd ionizace za atmosférického
tlaku nebo fotoionizace za atmosférického tlaku [8].

Jako alternativni techniku Ize vyuzit kapalinovou chromatografii s UV nebo PDA detekei,
které predstavuje jednoduchou a dostupnou techniku pro analyzu potravin. Ptesto je vSak nutné
provést kompletni chromatografickou separaci, ktera je v ptipadé¢ komplexnich vzorka velice
obtiznd a vede tak ke snizeni kvality vysledki celé analyzy a ke zvySeni chyb, ke kterym mtize
Vv ramci analyzy dojit [56].

2.10 Problémy spojené se stanovenim autenticity potravin

Problémy spojené se stanovenim autenticity potravin jsou vyznamné ovlivnény sloZenim
daného vzorku. Napft. polysacharidy obsazené ve vzorku pfedstavuji problém, jelikoZ mohou
negativné ovliviiovat funkci nékterych enzym, jako jsou polymerazy, ligazy a restrikéni
endonukledzy. Podobné by pak mohly tyto enzymy inhibovat i1 fenolické latky obsazené ve
vzorku [57].
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3 CIiL PRACE

Cilem diplomové prace je stanoveni autenticity potravin obsahujicich ovocnou slozku
S vyuzitim molekularnich a instrumentalnich metod.

Prace byla feSena v nasledujicich krocich:

ReSerSe zaméfena na moznosti stanoveni autenticity ovocné slozky v potravinach
pomoci molekularné biologickych a instrumentalnich technik.

Optimalizace extrakce DNA a molekularnich metod na bazi multiplex PCR
k simultannimu stanoveni ovocnych druhti v potravinach.

Optimalizace stanoveni charakteristickych obsahovych slozek ovoce pomoci
HPLC/PDA.

Sledovani vlivu riznych typa potravinové matrice na vysledek stanoveni autenticity
potravin s ovocnou sloZzkou pomoci molekularnich a instrumentalnich technik.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Seznam pouzitych chemikalii

EliGene Plant DNA Isolation Kit (Elisabeth Pharmacon, CR)

PCR H;0 (Top-Bio, CR)

gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (Top-Bio, CR)

Primery — viz 4.3 Pouzité primery

Agardza pro gelovou elektroforézu (Sigma-Aldrich, USA)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Penta, CR)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze) (Serva, Némecko)

Kyselina borita (Penta, CR)

GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium, USA)

Midori Green Advance DNA Stain (NIPPON Genetics EUROPE, Némecko)
FastGene 100 bp DNA Marker (NIPPON Genetics EUROPE, Némecko)
FastGene 50 bp DNA Marker (NIPPON Genetics EUROPE, Némecko)
Pektinaza z Aspergillus niger (Sigma-Aldrich, USA)

Ethanol (Penta, CR)

Kyselina chlorovodikova (Lach-ner, CR)

Acetonitril, Chromasolv Plus, for HPLC, >99,9%, (Honeywell Ricedel-de Haén Némecko)

4.2 Seznam pouzitych pomicek a pristroji

Kavomlynek ETA Fragranza (ETA, CR)

Centrifuga MINI Spin (Eppendorf, Némecko)

Combi-spin FVL-2400N Mini centrifuge (Biosan, Némecko)
Centrifuga Z216 MK (Hermle, Némecko)

Centrifuga Z 36 HK (Hermle, Némecko)

Laboratorni vahy KERN CM 60-2N (UNIPRO-ALPHA, CR)
LightCycler® Nano Instrument (Roche, Svycarsko)

Mikropipety (SOCOREX, Svycarsko)

Mikrovlnna trouba (SENCOR, CR)

Mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

Miniinkubator (Labnet, USA)

MS2 Minishaker Vortexer (IKA, USA)

Nanodrop Spectrophotometer 2000 (TermoFisher Scientific, USA)
Termocycler Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, UK)
Transluminator Azure Imager c600 (Azure biosystem, USA)

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro Power Supplies 300 V (Labnet
International, USA)

Elektroforetické vany (Owl Separation systems, Inc., USA)
Lyofilizator FreeZone Triad, LobconcoPS 0200 (Ultrasonic Compact Cleaner, USA)
DNA/RNA UV-CLEANER UV/T-AR PCR box (Biosan, Némecko)
Ultrazvukova lazen PS 02000 (Power Sonic, USA)
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HPLC Dionex UltiMate 3000 series, PDA detektor VVanquish, autosampler Dionex UltiMate
3000, Pump UltiMate (ThermoFisher Scientific, USA) s kolonou Kinetex F5, 2,6 pm,
4,6 x 150 mm (Phenomenex, USA)

Lednice (Gorenje, Slovinsko)

Mrazak (Gorenje, Slovinsko)

Dalsi laboratorni pomucky ($pic¢ky, buni¢ina, pinzeta, skalpel atd.)

Exsikator (Kartell SPA, Italie)

4.3 Poutzité primery
Tabulka 1: Sekvence pouzitych primeri

Primer Sekvence 5¢—3¢ Citace
ITS-2F ATGCGATACTTGGTGTGAAT
ITS-3R GACGCTTCTCCAGACTACAAT [58]
BAS1 F ATGCTGTGCCTATGAATGTTGC
BAS1R GACTCAGCAAAATCGCATCG 9]
Pa3LTP F CATTAGGACCCTCAACGGC
Pa3LTP R TTGTTAGGGTTGACTCCAGGG [50)

4.4 Pouzity rostlinny material

Pro izolaci DNA broskve a meruniky, ktera slouzila jako pozitivni kontrola, byl pouzit list a plod
Z téchto dvou druhti ovocnych stromi.

4.5 Komerc¢ni vzorky vyuzité pro simultanni detekci broskve a merunky

V ramci diplomové prace byly analyzovany vzorky obsahujici meruiky a broskve ve své
ovocné slozce. Vybranymi vzorky byly rizné druhy détskych piikrma (tvarohovy krém, pyré
aj.), dal pak ¢aj nebo miisli ty¢inky. Obsah jednotlivych druhi a vybrané vlastnosti jednotlivych
vzorku jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 2). Vzorky, které byly pouzity pro stanoveni specifity
primert BAS1 a Pa3LTP jsou uvedeny a popsany v kapitole 4.5.1.
e Hamanek broskev merunika 100 g (vzorek 1)
Typ vzorku: Ovocna kapsicka pro déti — pyreé.
SloZeni: 100 % ovoce (jablka 70 %, merunky 15 %, broskve 15 %), citronova $tava
Z koncentratu, antioxidant: kyselina askorbova, vitamin C.
e Hipp broskev meruiika tvarohovy krém 160 g (vzorek 2)
Typ vzorku: Tvarohovy krém pro déti s ovocnou slozkou ve formé pyré.
Slozeni: Ovoce 41 % (broskve 18 %, merunky 12 %, banany, citronova $tava
z koncentratu citronové $tavy), voda, MLEKO, koncentrat hroznové Stavy, odtucnény
TVAROH * 8 %, vaiena ryze, ryzovy Skrob, kukufi¢ny Skrob, regulator kyselosti citrat
vapenaty, Antioxida¢ni kyselina askorbova.
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Holle Bio Panda peach 100% ovocné pyré broskev, merunka, banan a Spalda 100 g
(vzorek 3)

Typ vzorku: Ovocna kapsicka pro déti — pyré.

SloZeni: Broskve 40 %, banany 33 %, meruniky 25 %, Spalda 2 %.

Vitabio ovocné BIO kapsicky Cool Fruits jablko broskev meruika a acerola
90 g (vzorek 4)

Typ vzorku: Ovocna kapsicka pro déti — pyré.

SlozZeni: Jablka 67 %, broskve 20 %, merunky 10 %, acerola 3 %.

Merurika a broskev — ovocny ¢aj (vzorek 5)

Typ vzorku: Ovocny ¢aj.

Slozeni: Sipky, kousky jablek, ibisek, pomerancova kiira, kousky merunék (min.10 %)
(merunka, konzervaéni latky: oxid sifi¢ity — max 2000 ppm-, oddé€lujici prostiedek:
ryzova mouka), broskve kousky (min.10 %) (broskve, konzervaéni latka: oxid sifi¢ity
-max. 2000 ppm-, odd¢€lujici prostfedek: ryzova mouka), aroma, kvéty slunecnice,
kvéty osmanthu.

Mini miisli ty¢inky s merutikami bez lepku 70 g (vzorek 6)

Typ vzorku: Miisli ty€inka.

SloZeni: Meruiikova pasta 36 %, OVESNE vlocky klicené bez lepku *33 %,
slune¢nicovy olej, voda, datlova pasta 7,5 %, mleta suSend jablka 2,5 %, ovocny prasek
maracuja, ptirodni aroma, moiska stl, ovocny prasek Acerola 0,1 %.

Tabulka 2: Obsah ovocné slozky a vybrané viastnosti analyzovanych vzorki.

Obsah ovocné

h ¢ le¢na .

Vzorek sloZky — O}) sah ovoene Jab f cna Skupenstvi | Aditiva
N slozky — broskev slozka
merunka

Vzorek 1 15% 15% ANO (70 %) Tekuté ANO
Vzorek 2 12 % 18 % NE Tekuté ANO
Vzorek 3 25 % 40 % NE Tekuté NE
\Vzorek 4 10 % 20 % ANO (67 %) Tekuté NE
Vzorek 5 min. 10 % min. 10 % ANO Pevné ANO
Vzorek 6 36 % - ANO (2,5 %) Pevné ANO
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45.1 Seznam pouzitych komerc¢nich vzorku pro stanoveni specifity duplex PCR

e Apotheke Détsky ¢aj Lesni smés s malinou BIO (vzorek S1)
Typ vzorku: Ovocny Caj
Slozeni: Sipek plod, ibisek kvét, rakytnik plod, ostruZinik list 10 %, piirodni aroma,
jahodnik list 5 %, mata nat’, 1ékotice kofen, malina plod 2 %, bortivka plod 1 %.

e Relax pyré 100% malina, 120 g (vzorek S2)
Typ vzorku: Ovocna kapsicka — pyré
Slozeni: Jablko (37 %), Mrkev (32 %), Jable¢na stdva z koncentratu (14 %), Banan (10
%), Maliny (4 %), Jahody (2 %), borivkova §t'ava z koncentratu (1 %), aromata.

e dmBio piikrm jablko, jahody a maliny, 190 g (vzorek S3)
Typ vzorku: Ovocna presnidavka — pyré
SloZeni: 83 % hm. jablka, 10 % hm. jahody, 5 % hm. maliny, 2 % hm. bortvky,
antioxidacni latka: kyselina askorbova.

e dmBio proteinové smoothie, 250 ml (vzorek S4)
Typ vzorku: Smoothie — macerované ovoce
Slozeni: 34,49% MANDLOVY NAPOJ (voda, MANDLE, moiska sil), 29,99%
bananova dren, 21,5% boravkova §t'ava, 6% malinova St'ava, 3% bila hroznova St'ava,
3% citronova $tédva, 2% MANDLOVA PROTEINOVA MOUKA, 0,02% susena
vanilka

e dmBio ovocna ty¢inka banan a boruvka, 25 g (vzorek S5)
Typ vzorku: Miisli ty¢inka
SloZeni: 33 % bananové vlotky, 26 % CELOZRNNA OVESNA MOUKA, koncentrat
hroznové stavy bily, koncentrat hruskové stavy, palmovy tuk, 4 % koncentrat
boriivkové §tavy, oplatky (PSENICNA MOUKA, bramborovy $krob).

4.6 Molekulirné-biologické analyzy

Molekularni ¢ast diplomové prace byla zaméfena na detekci DNA broskve a merunky
Vv analyzovanych vzorcich. V rdmci genomické c¢asti prace byla provedena izolace DNA,
polymerazova fetézova reakce (PCR), vysokorozliSovaci analyza kiivek tani (HRM), a také
gelova elektroforéza.

4.6.1 Priprava vzorki na izolaci DNA

Pted samotnou izolaci DNA byly kapalné vzorky pfevedeny do 50ml zkumavek, ve kterych
byly zamraZeny pfi teploté -80 °C a nasledné byly lyofilizovany po dobu 48h v lyofilizatoru.
Takto pfipravené vzorky byly uchovavany v chladu a suchu.

Pevné vzorky byly pomoci kdvomlynku rozemlety na mensi Castice, ¢imZ zarovenl doSlo
k jejich homogenizaci. Takto pfipravené vzorky byly uchovavany v suchu.

4.6.2 lzolace DNA z meruiiky a broskve

Pro izolaci DNA z rostlinného materialu byl vyuzit EliGene Plant DNA Isolation Kit od firmy
Elisabeth Pharmacon a izolace DNA probihala dle ptiloZzeného navodu, ktery byl soucasti kitu.
Nejprve byla izolovéana rostlinnd DNA z listli broskve a meruiiky, ktera dale v praci slouzila
jako pozitivni kontrola pfi PCR.
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Do 1,5ml zkumavky bylo navdzeno 0,2 g homogenizacniho pisku a 0,05 g rostlinného
materidlu (listu). Pomoci tloucku, ktery byl soucasti kitu, byl rostlinny material nejprve
rozdrcen, nasledné bylo do zkumavky ptiddno 450 pl homogeniza¢niho pufru P1 a obsah
zkumavky byl zhomogenizovan. Ke zhomogenizované smési bylo nasledné piidano 50 pl
lyza¢niho pufru P2, obsah zkumavky byl kratce zvortexovan a takto pfipravend smes byla
inkubovana po dobu 10 minut pfi teploté 65 °C z ob¢asného michani. Po dokonceni inkubace
byl obsah zkumavek zcentrifugovan (10 000 g, 3 min, 23 °C). Po centrifugaci byl supernatant
odpipetovan do Cistych 1,5 ml zkumavek a bylo k nému pfidano 175 pl pufru odstranujiciho
inhibicni latky (P3). Obsah zkumavek byl kratce zvortexovan, inkubovan pfi 5 minut na ledu
a nasledné zcentrifugovan (10 000 g, 3 min, 23 °C). Po centrifugaci bylo 500 pl supernatantu
pievedeno do Cisté 2ml zkumavky. K supernatantu bylo nejprve ptidano 500 ul vazaciho pufru
P4 a obsah zkumavky byl kratce zvortexovan, Nasledné bylo ptidano 500 ul vazaciho pufru P5
a obsah zkumavky byl znovu kratce zvortexovan. Z takto pfipravené smési bylo pipetovano
750 pl na spin filtr (soucasti kitu) a byla provedena centrifugace (10 000 g, 3 min, 23 °C). Po
centrifugaci byl vyjmut spin filtr opatrné ze zkumavky a supernatant byl slit, spin filtr byl
umistén zpét do zkumavky a opét bylo pipetovano 750 pl smési na spin filtr a opét byla
provedena centrifugace (10 000 g, 3 min, 23 °C). Po centrifugaci byl spin filtr pieveden do nové
2ml zkumavky, na spin filtr bylo pipetovano 500 ul Cisticiho pufru P6 a byla provedena
centrifugace (10 000 g, 1 min, 23 °C). Po centrifugaci byl spin filtr opatrn¢ vyjmut ze zkumavky
a supernatant byl slit. Spin filtr byl pak umistén zpét do stejné 2ml zkumavky, bylo na né;
pipetovano 500 pl Cisticitho pufru P7 a byla provedena centrifugace (10 000 g, 1 min, 23 °C).
Po centrifugaci byl znovu vyjmut spin filtr ze zkumavky, supernatant byl slit a spin filtr byl
umistén zpét do stejné 2ml zkumavky. Nasledné byla provedena centrifugace (12 000 g, 2 min,
23 °C), ktera slouzila pro vysuseni membrany spin filtru. Po vysuseni byl spin filtr opatrné
pfenesen do nové 2 ml zkumavky, na filtr bylo pipetovano 100 pl elu¢niho pufru P8 a naposledy
byla provedena centrifugace (10 000 g, 1 min, 23 °C). Po centrifugaci byl spin filtr odebran
a supernatant byl odpipetovan do noveé 1,5 ml zkumavky, ve které byla DNA uchovéavana
V lednici pied dal$i pouZitim.

4.6.3 lzolace DNA z komer¢nich vzorki bez pouZiti pektinazy

Pfi izolaci DNA z realnych vzorkl byl rovnéz vyuzit EliGene Plant DNA Isolation Kit od firmy
Elisabeth Pharmacon a pfi izolaci bylo postupovano stejné jako v kapitole 4.6.2.

4.6.4 lzolace DNA z realnych vzorki s vyuzitim pektinazy

Stejné jako v predchozich krocich byl 1 v tomto piipadé€ vyuzit kit EliGene Plant DNA Isolation
Kit od firmy Elisabeth Pharmacon. Izola¢ni protokol byl modifikovan pfidanim dalsiho kroku,
kterym byla inkubace s pektindzou, ktera slouZila pro odstranéni inhibujicich latek
(polysacharidu) ze vzorku.

Do 1,5ml zkumavky bylo navazeno 0,2 g homogeniza¢niho pisku a 0,05 g vzorku. Pomoci
tloucku, ktery byl soucasti kitu, byl vzorek nejprve rozmélnén, nasledné bylo do zkumavky
pfidano 450 pl homogenizaéniho pufru Pl a obsah zkumavky byl zhomogenizovan. Ke
zhomogenizované smeési bylo nésledné piidano 50 pl lyzaéniho pufru P2, obsah zkumavky byl
kratce zvortexovan a takto pfipravena smeés byla inkubovéana po dobu 10 minut pfi teploté 65 °C
Z ob¢asného michani. Po dokonceni inkubace byl obsah zkumavek zcentrifugovan (10 000 g,
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3 min, 23 °C). Po centrifugaci byl supernatant odpipetovan do cistych 1,5 ml zkumavek.
Nejprve bylo pomoci indikatorového papirku ovéteno pH supernatantu (pro dosazeni nejvétsi
efektivity pektinazy bylo vyzadovano kyselé okolo pH 3 [60]. Po ovéfeni pH bylo ke vzorku
piidano 12,8 pl pektindzy. Vysledna koncentrace pektinazy ve smési tak byla 10 pg - ml?
a takto pfipravena smés byla inkubovana pii teploté 35 °C po dobu 2 hodin[61]. Po dokon¢eni
inkubace bylo pfidano 175 pl pufru odstranujiciho inhibi¢ni latky (P3). Obsah zkumavek byl
kratce zvortexovan, inkubovan pfi 5 minut na ledu a nasledné zcentrifugovan (10 000 g, 3 min,
23 °C). Po centrifugaci bylo 500 ul supernatantu pievedeno do cCist¢é 2ml zkumavky.
K supernatantu bylo nejprve ptfidano 500 pl vazaciho pufru P4 a obsah zkumavky byl kratce
zvortexovan, Nasledné bylo piidano 500 pl véazaciho pufru PS5 a obsah zkumavky byl znovu
kratce zvortexovan. Z takto ptipravené smesi bylo pipetovano 750 pl na spin filtr (soucasti kitu)
a byla provedena centrifugace (10 000 g, 3 min, 23 °C). Po centrifugaci byl vyjmut spin filtr
opatrn¢ ze zkumavky a supernatant byl slit, spin filtr byl umistén zpét do zkumavky a opét bylo
pipetovano 750 pl smési na spin filtr a rovnéz byla provedena centrifugace (10 000 g, 3 min,
23 °C). Po centrifugaci byl spin filtr pfeveden do nové 2ml zkumavky, na spin filtr bylo
pipetovano 500 pl Cisticiho pufru P6 a byla provedena centrifugace (10 000 g, 1 min, 23 °C).
Po centrifugaci byl spin filtr opatrné vyjmut ze zkumavky a supernatant byl slit. Spin filtr byl
pak umistén zpét do stejné 2ml zkumavky, bylo na néj pipetovano 500 pl ¢isticiho pufru P7
a byla provedena centrifugace (10 000 g, 1 min, 23 °C). Po centrifugaci byl znovu vyjmut spin
filtr ze zkumavky, supernatant byl slit a spin filtr byl umistén zpét do stejné 2ml zkumavky.
Nasledné¢ byla provedena centrifugace (12 000 g, 2 min, 23 °C), ktera slouzila pro vysuseni
membrany spin filtru. Po vysuseni byl spin filtr opatrné pfenesen do nové 2 ml zkumavky, na
filtr bylo pipetovano 100 pl elu¢niho pufru P8 a naposledy byla provedena centrifugace (10 000
g, 1 min, 23 °C). Po centrifugaci byl spin filtr odebran a supernatant byl odpipetovan do nové
1,5ml zkumavky, ve které byla DNA uchovavana v lednici pied dal$im pouzitim.

4.6.5 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace vyizolované DNA

Cistota a koncentrace vyizolované DNA byly ovéfené spektrofotometricky pomoci
nanospektrofotometru Nanodrop 2000. Ptistroj byl pfed pouZitim vZdy ociStén pomoci UV-VIS
ethanolu a sterilni buni¢iny. Na rameno pfistroje byl nejprve nanasen blank a nasledné i vzorky,
vzdy v objemu 2 pl. Jako blank byl v tomto piipadé pouzit elu¢ni pufr, ktery byl pouzivan pii
izolaci DNA. Pomoci nanospektrofotometru bylo prométfené spektrum v rozsahu vlnovych
délek 220-340 nm. Z hodnot absorbance pii 260 nm byla stanovena koncentrace izolované
DNA v ng - ul%. Cistota izolované DNA byla stanovena z poméri A260/280 a A260/230.

4.6.6 Polymerazova ietézova reakce

Ptiprava PCR smési byla provadéna ve sterilnich boxech, které byly pied samotnou praci vzdy
vysviceny UV zafenim po dobu 15 minut. V prvnim boxu byly pfipravované PCR smési a bylo
zde pracovano pouze s PCR komponentami. Ve druhém boxu pak vzdy byla do PCR smési
pfidana DNA. Smé&s pro PCR byla vzdy pipetovana do specidlnich 0,2 ml zkumavek a celkovy
objem vzorku pro PCR byl vzdy 25 pl.
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4.6.6.1 Ovéreni amplifikovatelnosti izolované DNA s vyuZitim ITS2 primeri

U vyizolované DNA bylo potieba ovéfit jeji amplifikovatelnost. To bylo provedeno metodou
PCR. Pro PCR byl nejprve piipraven mastermix, ktery obsahoval vS§echny komponenty uvedené
v tabulce (Tabulka 3) kromé DNA, ktera byla pipetovana az jako posledni. Do zkumavek bylo
pipetovano 24 pl pfipraveného mastermixu a do kazdé zkumavky byl nésledné pipetovan 1 pl
izolované DNA. Takto pfipravené zkumavky byly umistény do termocycleru a byla provedena
PCR dle schématu v tabulce (Tabulka 4). Souc¢asti PCR byla také analyza kiivek tani, ktera
slouzila ke zji$téni, zda a u kterych vzorkt doslo ke vzniku specifickych amplikonti.

Tabulka 3: Slozeni PCR smési s primery 1TS2 s koncentraci primerii 100 nmol - 1™ v reakcéni smési

PCR komponenta Objem [ul]

PCR H>0O 9,5

SYTO 12,5

ITS-2F 1,0

ITS-3R 1,0

DNA 1,0

Celkem 25,0

Tabulka 4. Teplotni profil PCR pro ITS2 primery
Krok PCR Pocet opakovani Cas [s] Teplota [°C]

Pocatecni denaturace 1 300 95
Denaturace 30 95
Hybridizace primert 35 30 52
Polymerace 45 72
Elongace 1 600 72

4.6.6.2 Singleplex PCR s vyuZitim druhové specifickych primeri

Pro dikaz jednotlivych ovocnych druhii ovoce ve vzorku byly vyuzity druhové specifické
primery. Pro diikaz broskve byly vyuZzity primery BAS1 a pro diikkaz meruiiky ve vzorku potom
primery Pa3LTP. Pro singleplex PCR s druhové specifickymi primery byl pouzit stejny teplotni
profil jako pro multiplex PCR. V PCR smési vSak byl obsazen vzdy pouze jeden par druhové
specifickych primert a bylo sledovani, zda budou pribéh reakce a G€innost primert néjak
ovlivnény ve srovnani s multiplex PCR, pokud je kazdy par ve smési samostatné. Smés pro
PCR byla pfipravena dle tabulek (Tabulka 5-7). Teplotni profil PCR s vyuzitim druhoveé
specifickych primert je uveden v tabulce (Tabulka 8).

Tabulka 5: Smés pro PCR s primery BASL s koncentraci primerii 100 nmol - 1™ v reakcni smési

PCR komponenta Objem [ul]
PCR H;0O 11,00
SYTO 12,50
BAS1 F 0,25
BAS1R 0,25
DNA 1,00
Celkem 25,00
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Tabulka 6: Smés pro PCR s druhové specifickymi primery pro broskev (BAS1) s koncentraci primerii

200 nmol - It v reakcni smési

PCR komponenta Objem [ul]
PCR H20 10,5
SYTO 12,5
BASL1 F 0,5
BAS1R 0,5
DNA 1,0
Celkem 25,0

Tabulka 7: Smés pro PCR s druhoveé specifickymi primery pro meruiiku (Pa3LTP) s koncentraci primerii

400 nmol - It v reakcni smési

PCR komponenta Objem [pl]

PCR H2O 7,5

SYTO 12,5

Pa3LTP F 2,0

Pa3LTP R 2,0

DNA 1,0

Celkem 25,0

Tabulka 8: Teplotni profil PCR s druhové specifickymi primery
Krok PCR Pocet opakovani Cas [s] Teplota [°C]

Pocatecni denaturace 1 600 95
Denaturace 2 95
Hybridizace primerii 35 15 52
Polymerace 25 72
Elongace 1 300 72

4.6.6.3 Duplex PCR s vyuzitim BAS1 a Pa3LTP primerii pro simultinni detekci meruiiky

a broskve

Pro simultanni detekci dvou ovocnych druhti ve vzorku byly vyuzité specifické primery BAS1

pro broskev a Pa3LTP pro meruniku. SloZzeni PCR smési a teplotni profil duplex PCR s vyuZitim
specifickych primert jsou uvedeny v tabulkach (Tabulka 9, Tabulka 10) nize.

Tabulka 9: Slozeni PCR smési pro duplex PCR se specifickymi primery pro broskev a meruiiku

PCR komponenta Objem [ul]

PCR H;0O 55
SYTO 12,5
BAS1 F 0,5
BAS1R 0,5
Pa3LTP F 2,0
Pa3LTP R 2,0
DNA 2,0
Celkem 25,0
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Tabulka 10. Teplotni profil PCR smési pro duplex PCR se specifickymi primery pro broskev a merusiku

Krok PCR Pocet opakovani Cas [s] Teplota [°C]
Pocatecni denaturace 1 600 95
Denaturace 2 95
Hybridizace primert 35 15 52
Polymerace 25 72
Elongace 1 300 72

4.6.6.4 Stanoveni citlivosti primerit pro duplex PCR

Stanoveni citlivosti primert slouzilo k uréeni nejmensiho stanovitelného mnozstvi DNA, které
dokdzou pary primeri v PCR smési detekovat a amplifikovat. Jako standard slouzila
amplifikovatelna DNA vyizolovana z listi broskve a meruiiky. Pro stanoveni citlivosti byly
zvoleny celkem 4 koncentrace: 3,5 ng - ul™%; 1 ng - pl™; 100 pg - pl™t a 10 pg - pl™t. Zaroven
byly pii stanoveni citlivosti analyzovany vzorky obsahujici pouze DNA vyizolovanou
z broskve, nebo z meruriky. PCR smés byla pfipravena stejné jako pro duplex PCR dle postupu
v kapitole 4.6.6.3.

4.6.6.5 Stanoveni specifity primerii pro duplex PCR

Stanoveni specifity primert slouzilo k urceni specifity a presnosti primeri, tedy k ovéteni,
ze jsou navrzené primery dostatecné specifické pro detekci vybranych ovocnych druhii. Pti
tomto stanoveni bylo postupovano stejn¢ jako v kapitole 4.6.6.3. Pro toto stanoveni byla kromé
vyizolované DNA z broskve a merunky pouzita DNA, kterd neobsahovala tyto dva ovocné
druhy. Pro stanoveni specifity byly vyuzity vzorky uvedené v kapitole 4.5.1.

4.6.7 VysokorozliSovaci analyza kiivek tani (PCR-HRM)

Pro kiivky tani vzorki obsahujici vicedruhovou ovocnou DNA, u kterych neni moZzné rozeznat
teplotu tani specifickych amplifikovanych produktd pii bézné analyze kiivek tani s krokem
0,1 °C se vyuziva tzv. vysokorozliSovaci analyza kiivek tani (PCR-HRM). Po provedeni duplex
PCR byly reakéni smési obsahujici vzniklé amplikony piepipetovany do specialnich zkumavek
(striptt) a nasledné byla provedena vysokorozliSovaci analyza kiivek tani pomoci pfistroje
Roche LightCycler Nano s krokem 0,01 °C. Vyhodnoceni vysledki HRM analyzy bylo
provedeno pomoci softwaru LightCycler Nano Software 1.1.

4.6.8 Gelova elektroforéza

Pro elektroforézu byl nejprve pripraven 1,2% agar6ézovy gel v 0,5x TBE pufru (pfipraveny z:
54 g Tris baze, 27,5 g kyseliny borité, 40 ml 0,5M EDTA, doplnény destilovanou vodou na
celkovy objem 1 1 a néasledné 10x zfedény). Do Erlenmeyerovy banky bylo navaZeno 1,2 ¢
agar0zy a nasledné bylo ptfidano 100 ml TBE pufru. Nésledné byl roztok v mikrovinné troubé
ptiveden né¢kolikrat k varu, ¢imz doslo k Gplnému rozpusténi agardzy. Takto pripraveny
agarozovy gel byl ochlazen na teplotu 60-70 °C a bylo do né&j piidano 5 ul interkala¢niho
barviva Midori Green, které slouzilo jako barvivo umoziujici UV detekci po provedeni
elektroforézy. Takto pfipraveny agarézovy gel byl nalit do formy s umisténym hiebinkem.
Agar6zovy gel byl ponechdn, aby vychladnul a zatuhnul. Jakmile gel zatuhnul, byl z n&j vyjmut
hiebinek a na gel byly pipetovany vzorky, pozitivni a negativni kontrola a zebticek, ktery
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slouzil pro urceni velikosti fragmentt. Pfed nanesenim vzorkti na gel byly tyto vzorky smichany
s nanasecim pufrem red load (5:1 tedy 25 ul PCR produktu a 5 pl nanaSeciho pufru) a byly
pipetovany do jamek na gelu. Do jednotlivych jamek bylo v ptipadé vzorkd a kontrol
pipetovano 15 ul, v ptipadé¢ zebticku bylo pipetovano pouze 5 ul. Standard (Zebticek) slouzil
pro urceni velikosti amplifikovaného produktu a obsahoval fragmenty DNA o riizné velikosti
dle typu pouzitého standardu. Jakmile byly vzorky, pozitivni a negativni kontrola a zebficek
naneseny na gel, byl tento gel umistén do elektroforetické vany a pielit 0,5x TBE pufrem.
Elektroforeticka vana byla ptipojena ke zdroji napéti tak, aby molekuly, zejména zaporné nabita
DNA, migrovaly ke kladné nabité anodé. Elektroforéza probihala po dobu 2 hodin pii napéti
80 V pro singleplex PCR, pro detekci PCR produkti z duplex PCR probihala elektroforéza
3 hodiny pii napéti 60 V. Po ukonceni elektroforézy byl gel vyjmut z elektroforetické vany
a pomoci translumindtoru byl tento gel zanalyzovan s vyuzitim UV zafeni o vlnové délce
302 nm.

4.7 Instrumentalni ¢ast

Soucasti instrumentalni Casti prace byla extrakce fenolickych latek. Dale pak precisténi
a zakoncentrovani extrakti a HPLC analyza.

4.7.1 Priprava vzorku

V ramci instrumentalni ¢asti prace byly vzorky pfipraveny a uchovavany stejné jako v ptipadé
Casti molekularni, tedy dle postupu v kapitole 4.6.1.

4.7.2 Extrakce fenolickych latek

Pro extrakei fenolickych latek byl do zkumavky navazen 1 g vzorku ptipraveného dle navodu
v kapitole 4.6.1. Do zkumavky bylo pipetovano 5 ml extrakéniho ¢inidla, tedy smési ethanolu
s vodou (7:3) okyselené HCI na pH 2. Takto pfipravené vzorky byly vloZeny do ultrazvukové
vodni lazné (40 kHz, 60 min, 25 °C). Po dokonceni byly vzorky zcentifugovany (5000 rpm,
10 min, 23 °C) a supernatant byl odpipetovan do novych zkumavek. Extrakty byly zfiltrovany
pted hydrofobni 0,45um filtr a pfed dalsim pouzitim byly uchovany v mrazaku pii -15 °C [62].

4.7.3 Precisténi extraktu

Vzhledem k podezieni na kontaminaci polysacharidy byly extrakty ptecistény. Po odstranéni
polysacharidt bylo zvoleno jejich srazeni nadbytkem ethanolu podle Xu a kol. [64].

Do zkumavky bylo pipetovano 1 nebo 5 ml surového extraktu, ke kterému byl pifidan
pétindsobek objemu UV-VIS ethanolu. Obsah zkumavky byl kratce zvortexovan a ponechan
po dobu 2 hodin pii teploté -20 °C. Nasledn¢ byla provedena centrifugace (10 000 g, 15 min,
10 °C). Po zcentrifugovani byl supernatant odpipetovan do Cisté zkumavky a byl ponechan
v exsikatoru ptipojenému k membranové vyveéve, kde ve vakuu doslo k odpateni rozpoustédla.
Zbytek po odpateni rozpoustédla byl rozpustén v 500 pl extrakéniho €inidla.

4.7.4 Zakoncentrovani vzorka

V ramci optimalizace HPLC analyzy byly extrakty zakoncentrovany 2x a 10x. Extrakty byly
nejprve precistény dle postupu v kapitole 4.7.3. V piipadé dvojnasobného zakoncentrovani byl
precistén 1 ml surového extraktu a zbytek po odpaieni rozpoustédla byl rozpustén v 500 ul
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extrak¢niho ¢inidla. V piipad¢ desetindsobného zakoncentrovani bylo pfecisténo 5 ml extraktu
a zbytek po odpateni rozpoustédla byl rozpustén opét v 500 ul extrakéniho €inidla.

475 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ptipravené extrakty byly analyzovany pomoci HPLC. Pied analyzou bylo pipetovano 500 ul

piipravené¢ho extraktu do vialky. Analyza extraktli probihala pomoci gradientové eluce jejiz
parametry jsou uvedeny v tabulkach nize (Tabulka 11, Tabulka 12). Kolona a autosampler byly
vyhiivané termostatem na teplotu 35 °C. PDA detektor byl nastaveny na vinové délky 260, 280,
300 a 680 nm. Jednotlivé chromatogramy byly vyhodnoceny pomoci softwaru Chromeleon.

Tabulka 11: Parametry HPLC analyzy

Kolon Kinetex F5 C18, velikost castic 2,6 pm,
olona 4.6 x 150 mm
Nastiik vzorku 20 ul
MF A: acetonitril
Mobilni f3 MF
obilni féze (MF) MF B: 0,1 % TFA v deionizované vod
Pratok MF 0,4 ml - min!
Detektor ThermoScientific PDA detektor
Teplota kolony 35°C
Doba analyzy 30 minut
Eluce Gradientova
Tabulka 12: Parametry gradientové eluce.
Cas [min] MF A [%] MF B [%]
0 10 90
1 10 90
5 12 88
10 25 75
15 40 60
20 55 45
22 70 30
30 10 10
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Piedlozena diplomova prace byla zaméfend na stanoveni autenticity rdaznych typu
potravinaiskych produktti s ovocnou slozkou pomoci molekularnich a instrumentalnich metod.
Konkrétné pak byla diplomova prace zamétend na simultanni stanoveni broskve a meruiiky ve
vzorku. Tato prace byla zamétfena na optimalizaci extrakce DNA a zaroven na optimalizaci
molekularnich metod na bazi multiplex PCR. Déle pak byla zaméiena na optimalizaci stanoveni
a charakterizaci obsahovych slozek ovoce pomoci HPLC/PDA. V neposledni fad¢ byl sledovan
vliv potravinové matrice na samotné stanoveni pomoci molekuldrnich a instrumentalnich
metod.

Pro analyzu bylo vybrano celkem 6 vzorkl, které obsahovaly jak broskev, tak merunku.
V diplomové praci byly analyzovany vzorky obsahujici také podil jable¢né slozky nebo rizna
aditiva. Dale pak byly analyzovany vzorky v kapalném (ovocné pyré) a pevném stavu (Caj,
miisli ty¢inka).

5.1 Molekularni ¢ast

V molekuléarni ¢asti prace byla nejprve izolovana DNA, ktera byl nasledné podrobena PCR. Po
dokonceni amplifikace byly vzorky podrobeny vzdy analyze kiivek tani (PCR s primery 1TS2),
nebo vysokorozliSovaci analyze kifivek tani (HRM) a nésledné¢ i1 agardzové gelové
elektroforéze.

5.1.1 Izolace rostlinné DNA

Rostlinnd DNA byla vyizolovana pomoci kitu EliGene Plant DNA Isolation Kit od firmy
Elisabeth Pharmacon. Pro izolaci rostlinné DNA byly vybrany jak plod meruniky a broskve, tak
listy téchto ovocnych druhti. DNA z listii byla izolovana dle postupu v kapitole 4.6.2, DNA
z plodt pak byla izolovana s vyuzitim pektinazy dle postupu v kapitole 4.6.4. Koncentrace
a ¢istota vyizolované DNA byly zméteny pomoci piistroje NanoDrop Spectrophotometer 2000
dle postupu v kapitole 4.6.5. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 13).

Tabulka 13: Koncentrace vyizolované rostlinné DNA z plodu ¢i listu broskve a merunky

DNA Koncentrace A260/280 A260/230
[ng - pl™]

Broskev — list 13,07 £ 0,06 1,58 + 0,05 0,81+ 0,02
Broskev — plod 4,50 + 0,14 1,04 + 0,04 0,10+ 0,03
Meruiika — list 0,80+ 0,10 5,98 + 7,79 0,14 £ 0,01
Meruiika — plod 2,20 £ 0,08 171 £ 0,30 0,06 + 0,01

Zakladnimi parametry, které byly sledovany u vyizolované DNA byly koncentrace a dale
pak cistota, kterou Ize urcit z pomérti absorbanci A260/280 a A260/230. Pomér absorbanci
A260/280 by mél byt okolo hodnoty 1,8. Hodnoty niZ8i nez 1,8 znaci kontaminaci proteiny,
fenolem nebo jinymi latkami, které absorbuji zafeni pti vinové délce 280 nm [63]. U DNA
izolované z plodu broskve byla hodnota pouze 1,04 + 0,04. Naopak u DNA izolované z listu
meruiky se hodnoty A260/280 pohybovaly okolo hodnoty 6, tato hodnota vSak byla ovlivnéna
témét nulovymi hodnotami absorbanci pro vinové délky 260 nm a 280 nm. Vyssi hodnota by
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tak mohla piedstavovat kontaminaci RNA, v tomto ptipad¢ se vSak spise jednalo o nepiesnost
méfeni [65].

Hodnoty pomért absorbanci A260/230 by pak mély byt v rozsahu 2,0-2,2. Nizs§i hodnota
mize znacit kontaminaci fenolickymi latkami, sacharidy nebo jinymi latkami, které absorbuji
zéfeni pii vinové délce 230 nm. Zejména v piipadé DNA izolované z plodu broskve a merunky
byla tato hodnota blizka nule. To je zejména zpusobeno vysokym obsahem sacharidu a
fenolickych latek, které se nachazeji v plodech téchto plodin.

Zaroven mohly byt nékteré hodnoty ovlivnény samotnym kitem, ktery byl urcen pro izolaci
DNA z listi rostlin. V nasem piipadé byly kromé listd pro izolaci vyuzity také plody se
zafazenim dalSiho kroku, tedy inkubace s pektinazou. Oba tyto faktory mohly hrat roli pfi
izolaci rostlinné DNA

U vyizolované DNA byla ovétena jeji amplifikovatelnost a nésledné¢ byla tato DNA
vyuzivana jako pozitivni kontrola pii PCR se specifickymi primery.

5.1.2 lzolace DNA z komer¢nich vyrobku

DNA Z realnych vzorkt byla izolovana pomoci kitu EliGene DNA Isolation Kit od firmy
Elisabeth Pharmacon. DNA z realnych vzorku byla izolovana dle postupu v kapitole 4.6.3.
Koncentrace a Cistota vyizolované DNA byly zméfeny pomoci pfistroje NanoDrop
Spectrophotometer 2000 dle postupu v kapitole 4.6.5. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce
(Tabulka 14). Kromé& postupu daného vyrobcem izolaéniho kitu byl postup izolace upraven
a byl pfidan krok, kdy byly jednotlivé vzorky inkubovany s pektinazou dle postupu v kapitole
4.6.4. Vysledky izolace dle tohoto postupy jsou pak uvedeny v tabulce nize (Tabulka 15).

Tabulka 14:Koncentrace vyizolované DNA z redlnych vzorkit bez pouZiti pektindazy

Vzorek Koncentrace A260/280 A260/230
[ng - pl~]

Vzorek 1 — Hamanek 4,00+0,22 1,16 + 0,01 0,23+0,01
Vzorek 2 — Hipp 4,80+ 0,14 1,39 +0,16 0,40+ 0,01
Vzorek 3 — Holle 6,37 +£0,12 1,95+0,16 0,76 £0,03

Vzorek 4 — Vitabio 3,48 +0,99 1,29+ 0,14 0,30 +0,02
Vzorek 5 — Caj 6,67 £ 0,62 0,89 £ 0,03 0,20+0,01
\Y/ k 6 — Musli
zorek 6 = Misli 68,77 + 1,30 1,93+ 0,02 1,27 + 0,02
ty¢inka
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Tabulka 15: Koncentrace vyizolované DNA z redlnych vzorkii s vyuZitim pektindzy

Vzorek Koncentrace A260/280 A260/230
[ng - ul™]

Vzorek 1 — Hamének 1,90+ 0,16 0,95 + 0,04 0,09 + 0,01
Vzorek 2 — Hipp 0,90 + 0,14 1,00 0,20 0,12 + 0,01
Vzorek 3 — Holle 2,40+ 0,33 0,96 + 0,03 0,19 + 0,01

Vzorek 4 — Vitabio 213+ 0,34 1,21+0,17 0,21+ 0,01

Vzorek 5 — Caj 2,00+ 0,16 1,03+ 0,06 0,15 + 0,01

Vzorek 6 — Masli 12,80 £ 0,29 0,90 + 0,01 0,17 + 0,01
tyCinka

V ramci optimalizace extrakénich metod DNA byl vyuzit kit EliGene Plant DNA Isolation
kit od firmy Elisabeth Pharmacon. Tento kit je bézné pouzitelny pro izolaci rostlinné DNA
z listi. V této diplomové praci byly vyuzity dva postupy pro izolaci DNA. Prvnim postupem
byl izola¢ni protokol udavany vyrobcem. Druhym izola¢nim postupem byl upraveny protokol,
kdy byla zatfazena inkubace s pektindzou. Tento krok byl zafazen zejména proto, zZe
analyzované vzorky obsahuji zna¢né mnozstvi sacharidu, jelikoz se nejedna o DNA z listu, pro
ktery je dany kit primarné urcen, ale o DNA z plodu. Z tohoto divodu byla tedy zafazena
inkubace s pektinazou a vysledky obou téchto postupti byly zpracovany v tabulkach vyse
(Tabulka 14 a Tabulka 15).

V ptipad€ dodrzeni postupu udavaného vyrobcem bylo vyizolovano vétSi mnoZstvi DNA,
nez tomu bylo v ptipadé vyuziti pektinazy. Hodnoty poméra absorbanci A260/280 by mél byt
okolo hodnoty 1,8. NejbliZe se této hodnoté pfibliZily vzorky 3 a 6. V piipadé vzorku 3 by se
tento fakt dal okomentovat absenci jable¢né slozky, ale také aditiv ve vzorku. V ptipadé
vzorku 6 je mozné Cistotu vyizolované DNA odivodnit tim, Ze se jednalo o pevny, suchy
vzorek, jehoz nékteré ¢asti byly ve formée kouskd. Pti ohledu na sloZeni, by vsak tato hodnota
mohla byt ovlivnéna ovsem, ktery tvoii az 33 % daného vzorku. Vyizolovana DNA tak mohla
byt rostlinnd, av§ak z jiného druhu. Tim by se dala vysvétlit jak koncentrace, tak ¢istota DNA
vyizolované z tohoto vzorku Prestoze se ve vzorku nachézela i jable¢na slozka, vyskytovala se
V ném pouze v malém mnozstvi a nemuselo tak dojit k vyznamnému ovlivnéni izolace DNA.
U ostatnich vzorktli pak byla hodnota A260/280 zna¢né niZsi, a pravdépodobné byla tato DNA
zne€iSténa proteiny nebo jinymi latkami, které absorbuji zéfeni pii vinové délce 280 nm.
U hodnoty poméra absorbanci A260/230 by potom hodnota méla byt v rozsahu 2,0-2,2.
V piipadé komercnich vzork se kromé vzorku 6 pohybovaly hodnoty A260/230 pod hodnotou
1. U vSech vzorkt by se tedy dalo uvazovat o kontaminaci fenolickymi latkami nebo sacharidy.
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Tento fakt ptichazi v tvahu zejména pii pohledu na slozeni vzorkli. Analyzované vzorky jsou
détské prikrmy, ¢aj a miisli ty¢inka. Obecné se tedy jedna o vzorky obsahujici vysoké mnozstvi
sacharidd, stejné tak vysoké mnozstvi fenolickych latek. Jelikoz se jednd o latky absorbujici
zateni pii vinové délce 230 nm, Ize tedy usuzovat, ze hodnota A260/230 byla ovlivnéna praveé
obsahem téchto latek, které jsou ptirozenou soucasti produktii tohoto typu.

Z diivodu vysokého obsahu sacharidl, zejména pektinu, ktery se ve vzorcich nachazi
zejména jako soucast jablecné slozky, byl zafazen do izola¢niho postupu dalsi krok, a to
inkubace s pektinazou. Pfi vyuziti pektinazy doslo k velkému poklesu vytézku vyizolované
DNA. Koncentrace DNA se Vv ptipad¢ analyzovanych vzorki pohybovaly kromé vzorku 6, u
kterého byla koncentrace vys§i, okolo 1-2 ng - ul™t. Dilezitym ukazatelem je i v tomto piipadé
pomer absorbanci, a to pii vinovych délkach 230 nm, 260 nm a 280 nm. Pro pomér absorbanci
A260/280 lze konstatovat, Ze vyizolovand DNA byla kontaminovana proteiny nebo jinymi
latkami, které absorbuji zareni pii 280 nm. Tento fakt byl pravdépodobné ovlivnén samotnym
pouzitim pektindzy. V ptipad€ poméri absorbanci A260/230 se hodnoty ptiblizovaly nule, coz
by naznacovalo kontaminaci fenolickymi latkami nebo Sacharidy.

Pti srovnéni vysledkl obou izola¢nich technik lze pozorovat urcité rozdily. Ze samotnych
hodnot koncentrace a poméru absorbanci A260/280 a A260/230 vyplyva, Ze metoda s vyuzitim
pektinazy byla méné ucinna, jelikoz byl ziskan nizsi vytézek DNA a zaroveil byla tato DNA
vice kontaminovana, nez tomu bylo v ptipad¢, kdy pektindza pouzita nebyla. Pfestoze hodnoty
napovidaji, ktery izolacni postup by byl vhodnéjsi pii analyze vzorkli daného typu, oba druhy
vyizolované DNA byly podrobeny PCR s ITS2 primery pro ovéfeni amplifikovatelnosti
vyizolované DNA. Touto analyzou byl plivodni zavér vyvracen, protoze lepSich vysledkil bylo
dosazeno pravé v piipadé DNA vyizolované s vyuzitim pektinazy (kapitola 5.1.3).

5.1.3 Ovéreni amplifikovatelnosti izolované DNA s vyuzitim I'TS2 primeri

Pii ovéteni amplifikovatelnosti vyizolované DNA bylo postupovano dle postupu v kapitole
4.6.6.1. Ovéteni amplifikovatelnosti bylo provedeno pro vSechny vzorky izolované DNA. Toto
stanoveni slouzilo k potvrzeni, ze se jednd o DNA, kterd muze byt vyuzita i pii dalSich
analyzach.

5.1.3.1 Oveéieni amplifikovatelnosti rostlinné DNA izolované z listii

Jako prvni krok samotné analyzy byla vyizolovana DNA z list broskve a merunky. Aby mohla
byt tato DNA dale vyuZzivana v praci jako pozitivni kontrola pii dalSich PCR, byla ovétena jeji
amplifikovatelnost. Amplifikovatelnost vyizolované DNA byla ovéfena metodou PCR dle
postupu v kapitole 4.6.6.1 s naslednou analyzou k¥ivek tani a vyuzitim gelové elektroforézy, ta
byla provedena dle postupu v kapitole 4.6.8.

Prvnim krokem byla tedy polymerazova fetézova reakce. Pro ovéfeni amplifikovatelnosti
byly pii PCR vyuzity primery ITS2 (Tabulka 1). Z tvaru amplifika¢nich kiivek (Obrazek 5) lze
pozorovat, ze doslo k amplifikaci obou vyizolovanych DNA a také k amplifikaci pozitivni
kontroly. Jako pozitivni kontrola byla v tomto ptipad¢ vyuZzita DNA vyizolovana z evropské
boriivky, jejiz amplifikovatelnost jiz byla ovéfena. Jako prvni se zacala amplifikovat DNA
vyizolovana z listu broskve, a to pti 14. cyklu PCR. K amplifikaci DNA merunky a kanadské
bortvky pak doslo v 18 cyklu PCR. U vSech vzorka dosahly amplifika¢ni kiivky faze plato
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a koncentrace produktu se jiz dale nezvySovala. V piipad¢ negativni kontroly nedoslo
k amplifikaci, coz znaci o Cistoté negativni kontroly.
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Obrazek 5: Amplifikacni krivky, ovéreni amplifikovatelnosti vyizolované rostlinné DNA

Na obrazku nize (Obrazek 6) lze pak pozorovat kiivky tdni PCR produktd. Z téchto kiivek
lze opét pozorovat, ze doslo k amplifikaci specifickych produkti. Pomoci analyzy ktivek tani
byla také ovétfena Cistota negativnich kontrol. V jejich piipadé doslo ke vzniku dimera ¢i

oligomeru, které tvoii samostatny pik, nejednalo se vSak o vznik specifického produktu primerti
ITS2.
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Obrazek 6: Krivky tani, overeni amplifikovatelnosti vyizolované rostlinné DNA
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Cistota negativnich kontrol a amplifikovatelnost vyizolované DNA byla nakonec ovéiena
pomoci gelové elektroforézy. Na fotografii gelu (Obrazek 7) lze pozorovat v ptipadé
vyizolovanych DNA a pozitivni kontroly bandy specifickych produktt o velikosti ptiblizné
500 bp. Zaroven lze pozorovat Cistotu negativnich kontrol, které netvoii v dané oblasti zadny

band.

Obrazek 7: Fotografie gelu, ovéreni amplifikovatelnosti vyizolované rostlinné DNA (B — broskev,

M — merurnika, P — pozitivai kontrola, N — negativni kontrola)

5.1.3.2 Ovéieni amplifikovatelnosti DNA izolované 7 komerénich vzorkit bez pouZiti
pektinazy

U DNA vyizolované z komer¢nich vzorki dle postupu v kapitole 4.6.3 byla ovéfena
amplifikovatelnost metodou PCR dle postupu v kapitole 4.6.6.1 s naslednou analyzou kiivek
tani a vyuzitim gelové elektroforézy, ktera byla provedena dle postupu v kapitole 4.6.8.

Pro ovéteni amplifikovatelnosti byly pii PCR opét vyuzity primery ITS2. Nejprve doslo
k amplifikaci pozitivni kontroly, a to jiz pfi 12. cyklu. Pozitivni kontrola, kterou byla v tomto
ptipadé DNA vyizolovana z listu broskve, dosahla jako jedina faze plato. Zadna z DNA, které
byly vyizolovany z komer¢nich vzorkl bez pouziti pektinazy nedosahla faze plato.
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Obrazek 8: Amplifikacni krivky, ovéreni amplifikovatelnosti DNA izolované z komercnich vzorkii

bez poucziti pektinazy

Na obrazku (Obrazek 8) muizeme také pozorovat, ze vétSina kiivek ptipadajici komerénim
vzorkiim kopirovala tvar kiivky nalezici negativni kontrole a dalo by se tedy ptedpokladat, ze
u vétsiny vzorkl nebyla vyizolovana amplifikovatelnd DNA.

Po provedeni PCR byla provedena analyza ktivek tani. Jiz z této analyzy bylo zfejmé, Ze
vyizolovana DNA z komer¢nich vzorkll nebyla amplifikovatelna. S takto vyizolovanou DNA
tedy nebylo mozné pracovat pii PCR s vyuzitim specifickych primert. Jedinou DNA, ktera se
amplifikovala, aniz by pfi jeji izolaci byla pouzita pektinaza, byla DNA izolovana ze vzorku 6,
kterym byla miisli ty¢inka. To bylo pravdépodobné zpisobeno tim, ze se jednalo o pevny
a suchy vzorek, mohla tedy hrat zna¢nou roli 1 vyroba vyrobku, a zaroven tim, Ze tento vzorek
obsahoval kromé& ovocné slozky obilnou slozku. Piestoze se tato DNA amplifikovala,
pravdépodobné i u ni dochazelo k inhibici amplifikace a vzhledem k tomu, ze v reak¢éni smési
bylo cca 60 ng zdanliveé Cisté DNA, dalo se ofekavat, ze kiivka dojde do faze platd, coz se ale
nestalo. Pozitivni kontrola tvofila specificky produkt s teplotou tani 93 °C. Pfi této teploté lze
na obrazku (Obrazek 9) pozorovat mensi pik nalezici DNA vyizolované ze vzorku 6. Zaroven
Ize pozorovat nespecifické produkty, které¢ i DNA vyizolovana ze vzorku 6 tvofila.
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Obrazek 9: Krivky tani, overeni amplifikovatelnosti DNA izolované z komercnich vzorkit bez
pouziti pektindazy
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Tyto nespecifické produkty, tedy rizné dimery ¢i oligomery se tvotily jak v ptipadé
negativnich kontrol, tak v ptipadé DNA vyizolované ze vzorki 1-5. Negativni kontrolu lze i
presto povazovat za Cistou, jelikoz netvorila zadny specificky produkt. Amplifikovatelnost
vyizolované DNA a cistota negativnich kontrol byly rovnéz ovéfeny pomoci gelové
elektroforézy. Na fotografii gelu (Obrazek 37), které byla zafazena mezi ptilohy prace bylo
mozné pozorovat band o velikosti 500 bp jak u pozitivni kontroly, tak u DNA vyizolované ze
vzorku 6.

Jelikoz primery ITS2 nejsou druhové specifické a jednd se o primery k ovéieni
amplifikovatelnosti rostlinné DNA, vzhledem k povaze a mnozstvi vyizolované DNA nebyla
u vétsiny vzorkl vyizolovana amplifikovatelna DNA. Divodem amplifikovatelnosti pouze
DNA vyizolované ze vzorku 6 bylo jednak slozeni vzorku a jednak povaha daného vzorku,
jednalo se totiz o pevny, suchy vzorek s vysokym obsahem rostlinné slozky a nizkym obsahem
latek, které by mohly rusit samotnou izolaci DNA.

5.1.3.3 Ovéieni amplifikovatelnosti DNA izolované 7 komercnich vzorkit s vyuZitim
pektinazy

Jako dalsi postup izolace DNA byla provedena izolace s vyuZzitim pektinazy. Vyuziti pektinazy
bylo zatazeno z diavodu neuspé$né izolace DNA dle puvodniho postupu v kapitole 4.6.3.
Izolace DNA byla tedy provedena dle postupu v kapitole 4.6.4. Béhem tohoto postupu byla
pouzita pektinaza vyizolovana z mikroorganismu Aspergillus niger. Tento krok byl zafazen
z divodu podezifeni na kontaminaci polysacharidy, vzhledem k tomu, Ze nékteré vzorky
obsahovaly i slozky bohaté na pektin. Pfedpokladalo se, ze vyuzitim pektindzy by mélo dojit
k odstranéni polysacharidt, které pfi vyuziti nemodifikovaného postupu zustavaly v izolatech
DNA a znemoziovaly jejich amplifikaci. Amplifikovatelnost byla opét ovéfena metodou PCR
dle postupu v kapitole 4.6.6.1 s naslednou analyzou kiivek tani a vyuZzitim gelové elektroforézy,
ktera byla provedena dle postupu v kapitole 4.6.8.

Na obrazku (Obrazek 10) 1ze pozorovat amplifikacni kiivky. Na rozdil od pfedchozi metody
izolace lze pozorovat, ze doSlo k amplifikaci vyizolované DNA. Prestoze bylo mnoZstvi
vyizolované DNA mensi neZ vV prvnim piipadé a rovnéZ jeji Cistota stanovena dle poméra
absorbanci A260/230 a A260/280 byla nizsi, na rozdil od metody izolace bez pouziti pektinazy,
DNA vyizolovana s pouzitim pektindzy byla amplifikovatelna. Jedinym vzorky, kdy nebyla
DNA amplifikovatelna byl vzorek 1.

Jako prvni se zacaly amplifikovat pozitivni kontroly. Jako pozitivni kontroly byly v tomto
ptipadé pouzity jiz dfive vyizolované DNA, u kterych byla ovétena amplifikovatelnost. Obé
tyto kontroly se zacaly amplifikovat v 16. cyklu PCR a dosahli faze platd ve 23.-25. cyklu.
V pozd¢jsich cyklech PCR se pak zacaly amplifikovat jednotlivé vzorky. Kromé vzorku 1
dosahly pred koncem reakce vSechny vzorky faze plato.
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Obrazek 10: Amplifikacni kiivky, overeni amplifikovatelnosti DNA izolované z komercnich vzorkii S

vyuzitim pektindazy

Jako dalsi krok byla pro ovéteni amplifikovatelnosti stejné jako v ptedchozich ptipadech
provedena analyza kiivek tani, kterou nasledovala gelova elektroforéza. Pti analyze kiivek tani
1ze sledovat tfi oblasti na obrazku (Obrazek 11).
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Obrazek 11:Krivky tani, overeni amplifikovatelnosti DNA izolované z komercnich vzorkii s vyuzZitim
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Pozitivni kontroly tvoti specificky produkt pfi teploté 94 °C. Tato teplota odpovida tvorbé
specifického produktu primert ITS2, jak tomu bylo i v piedchozich ptipadech. Druhou oblast
tvoii vzorky, které tvoii produkt s teplotou tdni v rozmezi 8385 °C. Tteti oblast pak predstavuji
negativni kontroly a vzorek 1. Jiz z analyzy kiivek tani je jasné, Ze v piipadé vzorku 1 nedoslo
k amplifikace vyizolované DNA. Amplifikaéni kiivky i k¥ivky tani tohoto vzorku mély
podobny tvar jako negativni kontroly. Ro0zdilnd teplota tani mezi pozitivnimi kontrolami
a analyzovanymi vzorky byla pravdépodobné zplisobena slozenim jednotlivych vzorki. Na
rozdil od pozitivnich kontrol se totiz nejednalo o Cistou, jednodruhovou DNA vyizolovanou
z listi, ale o DNA vyizolovanou z komerénich vzorki, které obsahovaly jablecnou slozku,
piipadné¢ 1 DNA zjinych ovocnych druhii. Kromé rostlinné slozky vsak nékteré vzorky
obsahovaly také ptidavné latky. Vliv na amplifikovatelnost mohla mit také vyroba jednotlivych
vzorkd, které byly vystaveny vyssi teploté, ktera mohla ovlivnit strukturu ¢i stabilitu dané DNA.

Jako posledni krok analyzy byla provedena gelova elektroforéza. Na fotografii gelu
(Obrazek 38), ktera je soucasti ptiloh lze pozorovat bandy o velikosti 500 bp v piipadé
pozitivnich kontrol. U negativnich kontrol byla pomoci gelové elektroforézy ovéiena jejich
Cistota. U vzorkl 2-6 1ze na fotografii gelu pozorovat detekovany produkt, kdy nejvyssi odezva
fluorescence byla zachycena v oblasti 500 bp, tedy v oblasti, ve které byl detekovan specificky
produkt ITS2 primert v piipad¢ pozitivnich kontrol. U vzorku 1 bylo pomoci gelové
elektroforézy ovéteno, ze vyizolovana DNA nebyla amplifikovatelnd. DNA byla ze vzorku
proto jesté jednou izolovana s prodlouzenim inkubace s pektindzou a nasledné byla ovétena jeji
amplifikovatelnost. Po prodlouzeni inkubace s pektindzou byla vyizolovana amplifikovatelna
DNA.

5.1.4 Detekce DNA broskve pomoci specifickych primerta (BAS1) s vyuZitim
singleplex PCR

Pro detekci druhové DNA broskve s vyuzitim druhové specifickych primerd BAS1 byla
provedena PCR dle postupu v kapitole 4.6.6.2. Pro analyzu byla pouZita vyizolovana DNA,
u které byla v predchozi analyze ovétena jeji amplifikovatelnost. Po provedeni polymerazoveé
fetézové reakce byla provedena vysokorozliSovaci analyza kiivek tani (HRM) dle postupu
v kapitole 4.6.7 a nasledné byla provedena gelova elektroforéza dle postupu v kapitole 4.6.8.
U takto analyzovanych vzorkid byla sledovana zejména teplota tani specifickych produktd,
které vznikly béhem PCR. Teplota tani specifickych produktii byla zdkladnim ukazatelem pro
posouzeni pfitomnosti druhové DNA ve vzorku. Soucasti analyzy bylo také stanoveni citlivosti
této metody.

5.1.4.1 Stanoveni citlivosti primerii BAS1 pii koncentraci 100 nmol - It v reakéni smési

Nejprve bylo provedeno stanoveni citlivosti PCR pii koncentraci 100 nmol - I°! druhové
specifickych primerd BAS1 v reakéni smési. Jiz z amplifikac¢nich kiivek (Obrazek 12) lze
pozorovat, ze k amplifikaci DNA pii této reakci zacalo dochézet az v pozdni fazi. Nejvice
koncentrovany vzorek (10 ng - ul™!) se zacal amplifikovat az ve 26. cyklu reakce. Ostatni vzorky
dokonce pozdéji a k amplifikaci témét nedoslo.
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Obrazek 12: Amplifikacni kiivky, stanoveni citlivosti druhové specifickych primerit BASI pri
koncentraci 100 nmol - I™* v reakcni smési

Dalsim krokem byla vysokorozliSovaci analyza kfivek tani. Tato analyza vyuzivala teplotni
krok 0,01 °C, diky ¢emuz bylo mozné piesné stanovit teplotu tani specifickych produkta
a odlisit tyto produkty od dimert ¢i oligomert vznikajicich béhem reakce v negativni kontrole.
Z grafu (Obrazek 13) je ziejmé, Ze specificky produkt byl tvofen zejména pii koncentraci DNA
10 ng - ul, kdy teplota tani produktu byla 78,3 °C. Specificky produkt s danou teplotou tani
tvoril rovnéZ vzorek s koncentraci DNA 1 ng - ul™.
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Obrazek 13: Krivky tani, stanoveni citlivosti druhove specificky primeri BAS1 pri koncentraci 100
nmol - It v reakcni smési
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Vzorky snizsi koncentraci pak tvotily nespecificky produkt s odliSnou teplotou tani
podobny negativni kontrole. Zavérem tohoto stanoveni tedy bylo, Ze singleplex PCR
s koncentraci primerd BAS1 100 nmol - It v reakéni smési ma citlivost 1 ng - pl™t. Nizsi
mnozstvi DNA broskve jiz nejsme schopni ve vzorku stanovit. Souc¢asti ptiloh je pak fotografie
gelu (Obrazek 39), na které lze pozorovat bandy odpovidajici specifickym produktim o
velikosti 150 bp. Zaroven lze pozorovat bandy odpovidajici nespecifickym produktim o
velikosti 100 bp. Na fotografii gelu lze pozorovat silnéjsi band pro vzorek o koncentraci 10 ng
- ulL, velice slaby potom pro koncentraci 1 ng - ul™?.

5.1.4.2 Stanoveni citlivosti primerit BAS1 pii koncentraci 200 nmol - |71 v reakéni smési

Pro zvyseni citlivosti PCR byla provedena reakce s dvojnasobnou koncentraci specifickych
primert, tedy 200 nmol - 17! v reakéni smési. Jak lze pozorovat v grafu amplifika¢nich k¥ivek
(Obrazek 14), zvySenim koncentrace primer v reakéni smési dosSlo k pocatku amplifikace
diive nez v pfedchozim ptipad¢, a to zejména u nizSich koncentraci. Zaroven lze i pozorovat,
ze odezva fluorescence byla v piipadé vyssi koncentrace primeru nékolikanasobné vyssi, nez
tomu bylo v ptipad¢ nizsi koncentrace primeru.
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Obrazek 14: Amplifikacni kFivky, stanoveni citlivosti druhové specificky primerit BASI pri
koncentraci 200 nmol - I™* v reakcni smési

Dalsim krokem analyzy byla vysokorozliSovaci analyza kiivek tani. Lze pozorovat, Ze stejné
jako v ptipade¢ nizsi koncentrace, specificky produkt mél teplotu tani 78,4 °C. Z grafu (Obrazek
15) lIze wvycist, ze specificky produkt s danou teplotou tani vznika v pfipadé koncentraci
10ng-pl™t a 1 ng - ™ Po provedeni HRM byla provedena jesté gelova elektroforéza.
Fotografie gelu (Obrazek 40) je soucasti ptiloh prace.
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Obrazek 15: Krivky tani, stanoveni citlivosti druhové specificky primerit BAS1 p7i koncentraci
200 nmol - It v reakcni smési

5.1.4.3 Detekce DNA broskve v komerénich vzorcich s vyuZitim specifickych
primerit BAS1

Po ovéfeni citlivosti dané metody byla provedena analyza realnych vzorkd. U téchto vzorka
byla provedena PCR dle postupu v kapitole 4.6.6.2. Pro PCR byla vyuzita koncentrace
200 nmol - It specifickych primerii v reakéni smési. Amplifika¢ni kfivky dané reakce lze
pozorovat v grafu nize (Obrazek 16).
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Obrdazek 16 Amplifikacni krivky, detekce DNA broskve v komercnich vzorcich s vyuzitim specifickych
primeriit BASI
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Jako prvni se zacala amplifikovat pozitivni kontrola, kterou byla DNA vyizolovana z listu
broskve, a to pii 24. cyklu reakce. Komer¢ni vzorky se potom zdanlivé amplifikovaly az
v pozd¢jsich cyklech reakce, stejné tak i negativni kontrola. Po provedeni PCR byla dal$im
krokem HRM. Z grafu analyzy ktivek tani (Obrazek 17) lze pozorovat vznik specifického
produktu pozitivni kontroly s teplotou tani 78,4 °C.
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Obrdzek 17: Krivky tani, detekce DNA broskve v komercnich vzorcich s vyuZitim specifickych
primeri BASI

Pti této analyze vSak byla pozitivni kontrola jedinym vzorkem, ktery pii PCR vytvofil
specificky produkt o dané teploté. VSechny vzorky véetné negativni kontroly v pfipadé této
reakce tvotily nespecifické produkty s teplotou tani ptiblizné 77 °C. Metodou singleplex PCR
s vyuzitim druhové specifickych primerdt BASI tak nebyla druhovda DNA broskve stanovena
ani v jednom z analyzovanych vzorkt. To mohlo byt zpisobeno jednak citlivosti metody, dale
pak mnoZstvim vyizolované DNA, jeji Cistotou, ale také sloZzenim a povahou jednotlivych
vzorkll. Soucasti analyzy byla také gelova elektroforéza. Na fotografii gelu (Obrazek 41) lze
pozorovat bandy o velikosti 50 bp, které nalezi nespecifickym produktiim a 2 bandy o velikosti
100 bp, které nalezi specifickym produktiim pozitivni kontroly. Stejné jako pti HRM, nebyla
pii gelové elektroforéze stanovena pfitomnost druhoveé specifické DNA broskve.

5.1.5 Detekce DNA meruiiky pomoci specifickych primeri (Pa3LTP) s vyuZitim
singleplex PCR

Pro detekci DNA merunky S vyuzitim druhoveé specifickych primerti Pa3LTP byla provedena
PCR dle postupu v kapitole 4.6.6.2. Pro analyzu byla pouzita vyizolovana DNA, u které byla
v pfedchozi analyze ovétena jeji amplifikovatelnost. Po provedeni polymerazové fetézové
reakce byla provedena vysokorozliSovaci analyza kiivek tani (HRM) dle postupu
v kapitole 4.6.7 a nasledné byla provedena gelova elektroforéza dle postupu v kapitole 4.6.8. U
takto analyzovanych vzorki byla sledovdna zejména teplota tani specifickych produktl, které
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vznikly béhem PCR. Teplota tani specifickych produktii byla zakladnim ukazatelem pro
posouzeni pritomnosti DNA merunky ve vzorku. Souc¢asti analyzy bylo také stanoveni citlivosti
této metody.

5.1.5.1 Stanoveni citlivosti primerii Pa3LTP

Obdobn¢ jako v piipadé specifickych primera pro broskev BASI 1 v ptipadé specifickych
primerQ pro merunku Pa3LTP byla nejprve stanovena citlivost reakce. Z grafu amplifika¢nich
kiivek (Obrazek 18) Ize pozorovat, Ze nejprve se zac¢al amplifikovat vzorek s koncentraci DNA
2,2 ng - pl't. U druhové specifickych primerii Pa3LTP je zajimavosti, e pii amplifikaci se
nejvyssi koncentrace neamplifikovala jako prvni, to je pravdépodobné ovlivnéno vznikem
nespecifickych produktti, které vznikaji soucasné¢ pii vzniku specifickych produkti.
Nespecifické produkty vznikaji i v pfipadé nepfitomnosti DNA.
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Obrdzek 18: Amplifikacni kiiivky, stanoveni citlivosti druhové specifickych primerii Pa3LTP

DalSim krokem po PCR bylo provedeni vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani. Pfi této
analyze byla sledovana teplota tani specifického produktu. Teplota tani tohoto produktu byla
stanovena na 86,05 °C. V grafu (Obrazek 19) lze pozorovat tvorbu specifického produktu
s teplotou tani 86,05 °C v pfipadé vzorku s koncentraci DNA 2,2 ng. Tato teplota je vSak
odli$na od teploty tani specifického produktu v ptipadé vyssi koncentrace. Proto 1ze usuzovat,

ze citlivost singleplex PCR s pouzitim druhové specifickych primert pro meruiiku Pa3LTP je
11 ng.
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Obrazek 19: Krivky tani, stanoveni citlivosti druhoveé specifickych primerit Pa3LTP
Soucasti analyzy byla rovnéZ gelova elektroforéza. Fotografie gelu (Obrazek 42) je soucasti
priloh této prace. Na fotografii gelu lze pozorovat detekci specifickych produkt v ptipadé
koncentrace DNA 11 ng - ul* o velikosti ptiblizné 200 bp, u koncentrace DNA 2,2 ng - ul ™ jiz
specificky produkt nebyl detekovan. Pfi gelové elektroforéze byly rovnéz detekovany
nespecifické produkty, tedy dimery ¢i oligomery o velikosti 100 bp.

5.1.5.2 Detekce DNA meruriky v komercnich vzorcich s vyuZitim specifickych
primerit Pa3LTP

Po ovéfeni citlivost dané metody byla provedena analyza realnych vzorki. U téchto vzorkt byla
provedena PCR dle postupu v kapitole 4.6.6.2. Amplifika¢ni kiivky dané reakce l1ze pozorovat
v grafu niZe (Obrazek 20)
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Obrazek 20: Amplifikacni krivky, detekce DNA merurniky v komercnich vzorcich s vyuzitim
specifickych primerit Pa3LTP
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V piipadé analyzy realnych vzorkd doslo k pocatku amplifikace vSech vzorki vcetné
pozitivni kontroly béhem 22. cyklu reakce. VSechny komercni vzorky se amplifikovaly
podobné jako pozitivni kontrola, kterou byla DNA izolovana z listu meruiiky, u které byla
amplifikovatelnost ovéifena jiz diive.

U vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani (Obrazek 21) byla opét sledovana teplota tani
specifického produktu, ktera byla v tomto ptipadé¢ 86,8 °C.
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Obrazek 21: Krivky tani, detekce DNA merunky v komercnich vzorcich s vyuzitim specifickych
primerii Pa3LTP

Pti této teploté byla stanovena teplota tani specifickych produktl pozitivnich kontrol, dale
pak vSech vzorkili kromé& vzorku 2, kdy teplota tdni dané¢ho produktu byla 87,2 °C, coz

odpovidalo teploté tani nespecifického produktu, ktery vznikal v negativnich kontrolach viz
Obrazek 22.
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Obrazek 22: Krivky tani, detail, detekce DNA meruiiky v komercnich vzorcich s vyuzitim
specifickych primerit Pa3LTP

Soucasti analyzy byla také gelova elektroforéza. Pomoci gelové elektroforézy byla ovéfena
Cistota negativnich kontrol. V ptipad€ negativnich kontrol byly detekovany pouze nespecifické
produkty o velikosti 50 bp. V piipad¢ vSech vzorki, véetné vzorku 2, u kterého dle HRM nebyla
DNA meruiiky detekovana, byla pomoci gelové elektroforézy ovéfena pritomnost druhové
DNA merunky. Jelikoz HRM je vSak vice specifickou metodou, jednalo se v tomto piipadé
0 detekci nespecifického produktu. Na fotografii elektroforetického gelu (Obrazek 23) lze pak
pozorovat bandy detekovanych specifickych produkti o velikosti 100 bp.
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Obrazek 23: Elektroforeticky gel, detekce DNA merusiky v komercnich vzorcich s vyuzitim
specifickych primeriit Pa3LTP (N — negativni kontrola, P — pozitivni kontrola, 1-6 — vzorky)
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5.1.6 Simultanni detekce DNA broskve a meruiiky pomoci specifickych primeri
(BAS1, Pa3LTP) s vyuzitim duplex PCR

Hlavnim cilem diplomové prace bylo provedeni simultanni detekce dvou ovocnych druht
pomoci duplex PCR s vyuzitim druhové specifickych primertt BAS1 a Pa3LTP. Prvnim krokem
analyzy bylo provedeni samotné polymerazové fetézové reakce, ta byla provedena dle postupu
v kapitole 4.6.6.3. Soucasti provedeni této analyzy bylo stanoveni citlivosti a specifity této
metody. Po provedeni PCR byla vzdy provedena vysokorozliSovaci analyza k¥ivek tani dle
postupu Vv kapitole 4.6.7 a dale pak gelova elektroforéza dle postupu v kapitole 4.6.8.
U analyzovanych vzorkii byla sledovana teplota tani specifickych produkta, které vznikly
béhem PCR. Tato teplota slouzila pfi vyhodnocovani jako zakladni ukazatel pfitomnosti
druhové specifické DNA.

5.1.6.1 Stanoveni citlivosti specifickych primeri (BAS1, Pa3LTP) pro duplex PCR

Pro duplex PCR byla nejprve stanovena citlivost dané reakce. Pii duplex PCR bylo postupovano
dle postupu v kapitole 4.6.6.4. V grafu (Obrazek 24) lze pozorovat amplifika¢ni kiivky pro
jednotlivé koncentrace DNA. Jako referen¢ni vzorky (¢aste¢né pozitivni kontroly) byly vyuzity
vzorky o koncentraci DNA 7 ng - pl™ obsahujici pouze DNA z broskve, nebo meruiiky. Dale
pak byla vytvorena koncentraéni fada pro stanoveni citlivosti metody, kdy nejvyssi koncentrace
byla 3,5 ng - pl™ anejnizéi pak 10 pg - pl-l. Koncentratni fada byla pfipravena tak, aby
v reakéni smési pro duplex PCR byla jak DNA z broskve, tak DNA z merunky. Z grafu
amplifika¢nich kiivek lze pozorovat, ze se postupné od 22. cyklu reakce zdanlivé zacaly
amplifikovat vSechny vzorky obsahujici DNA.
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Obrazek 24.: Amplifikacni krivky, stanoveni citlivosti specifickych primeri (BAS1, Pa3LTP) pro
duplex PCR
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Pomoci HRM byly stanoveny teploty tani specifickych produktd jak pro primery BAS1
specifické pro broskev, tak pro primery Pa3LTP specifické pro meruiiku. Teplota tani
specifického produktu pro primery BAS1 byla stanovena na 78,4 °C, pro primery Pa3LTP pak
na 86,43 °C. Ob¢ tyto teploty jsou znazornény na obrazcich nize (Obrazek 25, Obrazek 26).
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Obrazek 25: Krivky tani, detail stanoveni citlivosti specifickych primerii (BASI, Pa3LTP) pro
duplex PCR — teplota tani specifického produktu pro primery BAS1
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Obrdazek 26: Krivky tani, detail, stanoveni citlivosti specifickych primerii (BAS1, Pa3LTP) pro
duplex PCR — teplota tani specifického produktu pro primery Pa3LTP
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Jednotlivé kiivky tani jak pro vzorky obsahujici pouze jeden druh DNA, tak pro
koncentra¢ni fadu obsahujici oba druhy DNA lze pozorovat v grafu nize (Obrazek 27).
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Obrazek 27: Krivky tani, stanoveni citlivosti specifickych primerii (BAS1, Pa3LTP) pro duplex PCR

Z grafu lze pozorovat ze u vzorkl obsahujicich 7 ng jednodruhové DNA byl detekovan
specificky produkt s danou teplotou tani. V piipad¢ koncentra¢ni fady vSak vzniklé produkty
primert. Lze tedy stanovit, ze v piipad¢ pritomnosti obou specifickych primert (BASI,
Pa3LTP) a pouze jedné ze dvou druht DNA, je mozné tuto DNA stanovit jiz pii mnozstvi 7 ng.
V piipad¢, kdy jsou vSak vreakéni smési oba druhy specifickych primert a oba druhy
stanovovanych DNA v niz§i koncentraci, nejsme schopni tuto DNA spravné pomoci této
metody stanovit, jelikoZ vznikaji jiné neZ specifické produkty pro dané primery, které maji
odli$nou teplotu tani. Vysledkem tohoto stanoveni tedy je, Ze 1ze oc¢ekavat, Ze citlivost duplex
PCR pro simultanni stanoveni broskve a merunky pomoci druhové specifickych primerti bude
o fad nizsi, nez je tomu v ptipade singleplex PCR. Specifické produkty byly v tomto ptipadé
detekovany pouze metodou HRM, gelovou elektroforézou nikoli. Z vysledkd gelové
elektroforézy (Obrazek 43) nelze jednoznacné urcit, zda specifické produkty vznikaji ¢i nikoli.
Na fotografii gelu nelze pozorovat 2 bandy, které by mélo byt mozné v piipadé duplex PCR na
fotografii detekovat.

5.1.6.2 Stanoveni specifity primerit (BAS1, Pa3LTP) pro duplex PCR

Stanoveni specifity primera slouZilo k ovéteni, zda je dand metoda dostate¢né specificka pro
detekci analyzovanych druhd ovoce. Pfi tomto stanoveni bylo postupovano stejné jako pii
analyze komer¢nich vzork, konkrétné dle postupu v kapitole 4.6.6.5. Soucasti analyzy byla
rovnéz HRM a gelova elektroforéza. Pro stanoveni specifity bylo vyuzito celkem 5 vzorkt, kdy
ani jeden z téchto vzorkti neobsahoval broskev nebo meruiiku ve svém slozeni. Vzorky pouzité
pro stanoveni specifity primert jsou uvedeny v kapitole 4.5.1. Pro stanoveni specifity byly
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pouzity jak vzorky jiného sloZeni, tak vzorky rtzné povahy. Jelikoz se jednalo o vzorky
neobsahujici ani broskev ani meruniku ve svém slozeni, pfedpokladanym vysledkem bylo
tvorba bud’ zadnych nebo nespecifickych produktl, tedy produktii o jiné teploté tani, nez je
teplota tani specifickych produkt druhové specifickych primerii pro broskev a merunku.

Nejprve byla tedy provedena PCR jejiz vysledkem byl graf amplifikacnich kiivek (Obrazek
28). Z grafu lze pozorovat, ze k amplifikaci DNA zacalo dochazet ve 22. cyklu reakce.
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Obrazek 28: Amplifikacni krivky, stanoveni specifity primeri (BAS1, Pa3LTP) pro duplex PCR

Nasledné byla provedena HRM, u které byly opét sledovany zejména teploty tani
specifickych produktii. Ty byly stejné jako v pfipadé¢ stanoveni citlivosti duplex PCR. Teplota
tani specifického produktu pro primery BAS1 byla stanovena na 78,4 °C, pro primery Pa3LTP
pak na 86,43 °C.
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Obrdzek 29: Krivky tani, stanoveni specifity primerit (BAS1, Pa3LTP) pro duplex PCR
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Jak lze pozorovat z grafu (Obrazek 29), ani u jednoho vzorku nebyla stanovena DNA
broskve. U velké c¢asti analyzovanych vzorkll vSak byla na prvni pohled stanovena DNA
meruiiky, pfestoze by se v danych vzorcich spravné tento ovocny druh viibec nemél nachazet.
To mohlo byt zptisobeno kontaminaci, jelikoz vSak produkt negativnich kontrol nevykazuje
stejnou teplotu tani, tuto moznost 1ze vyloucit. Dal§i moznosti by mohla byt pfitomnost DNA
merunky vdanych vzorcich. Posledni moznosti by mohla byt nedostatecnd specifita
navrzenych primert. ReSenim by v tomto piipadé mohlo byt navrzeni vice specifickych
primerd. Dal$im duvodem pro tento vysledek by mohla byt pravé jiz zminéna teplota tani, kdy
teplota tani specifickych produktti je velice blizka teploté tani nespecifickych produkti a mohlo
by tak dojit k vytvofeni milného zavéru z divodu blizkych teplot tani, které mohou byt
ovlivnény riznymi faktory jako je koncentrace DNA, Koncentrace primerd, ¢istota PCR
komponent, sloZeni a povaha jednotlivych vzorka atd. Po pfiblizeni kiivek tani v dané oblasti
(Obrazek 30) pak mizeme pozorovat, Ze piestoze tvori jednotlivé vzorky produkty teplotou tani
bliZici se teploté tani specifickych produktd primert Pa3LTP, z obrazku vyplyva, Ze pii analyze
vznikly produkty s mirn¢ odlisnou teplotou tani a dalo by se tedy vyvodit zavér, ze ani DNA
merutiky nebyla v téchto vzorcich stanovena. Nejblize byl svou teplotou tani této teploté vzorek
S5.
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Obrazek 30: Krivky tani, detail, stanoveni specifity duplex PCR s vyuzitim druhové specifickych
primerit (BASI a Pa3LTP) pro broskev a meruiiku

Soucasti analyzy vsSak byla i gelova elektroforéza. Na fotografii gelu (Obrazek 31) Ize
Vv ptipad¢ této analyzy pozorovat, Ze u vzorkli S1 a S3 nebyl detekovan zadny specificky
produkt, jako je tomu u vzorkt S2, S4 a S5 a pozitivnich kontrol. V tomto pfipadé vsak doslo
k detekci nespecifickych produktt, které mély podobnou velikost jako specificky produkt.
Z tohoto vysledku by se tedy dal udélat zavér, ze navrzené primery jsou dostate¢né specifické
a nereaguji na vzorky, které neobsahuji broskev nebo meruiiku ve svém sloZeni a zarovenl by
se dalo usuzovat, Ze vzorky S2, S4 a S5 mohly byt ¢aste€né kontaminovany pfti ptipravé DNA
Z jiného druhu, nebo doslo k tomu, Ze pfestoze nebyly analyzované ovocné druhy ve sloZeni
vzorku uvedeny, byly tyto ovocné druhy soucasti vyrobku. Pro tento zavér by bylo potieba
stanoveni specifity zopakovat s vétSim a riznorod¢j$im mnozstvim vzorkt, ze kterého by se
dalo statisticky urcit, zda jsou navrzené primery dostatecné specifické. Z HRM, ktera je vSak
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dostatecné citlivou metodou lze fici, ze se jedna o specifické primery, které netvoii specificky
produkt s danou teplotou v ptipadé neptitomnosti druhové specifické DNA pro dany druh.
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Obrazek 31: Elektroforeticky gel, stanoveni specifity primerii (BAS1, Pa3LTP) pro duplex PCR (P

— pozitivai kontrola, S1-S5 vzorky pouzité pro stanoveni specifity, N — negativni kontrola)

5.1.6.3 Simultanni detekce DNA broskve a meruiiky v komerénich vzorcich s vyuZitim
specifickych primerit (Basl, Pa3LTP) pomoci duplex PCR

Hlavnim cilem préace byla simultdnni detekce dvou ovocnych druhii (broskve a meruiiky) ve
vzorku soucasné. K tomuto stanoveni byly pouzity druhové specifické primery BAS1 pro
broskev a Pa3LTP pro meruniku. V ramci simultanni detekce byla provedena nejprve PCR dle
postupu v kapitole 4.6.6.3. Po provedeni PCR byly vysledné produkty podrobeny HRM analyze
dle postupu v kapitole 4.6.7 a nasledné byla provedena gelova elektroforéza dle postupu
v kapitole 4.6.8.

Nejprve byla tedy provedena PCR, kdy doslo k amplifikaci DNA jednotlivych vzork.
K amplifikaci zac¢alo dochazet u vétsiny vzorkl béhem 22. cyklu reakce. Amplifikacni kiivky
jsou uvedeny na obrazku (Obrazek 32).
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Obrazek 32: Amplifikacni kiivky, simultanni detekce DNA broskve a meruiiky v komercnich
vzorcich s vyuzitim specifickych primerit (Basl, Pa3LTP) pomoci duplex PCR
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Po provedeni PCR byla provedena vysokorozliSovaci analyza kfivek tani. Pfi této analyze
byla sledovéna teplota tani vzniklych PCR produktii. Teplota tani specifického produktu pro
primery BAS1 byla stanovena na 78,4 °C, pro primery Pa3LTP pak na 86,43 °C.
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Obrazek 33: Krivky tani, simultanni detekce DNA broskve a meruniky v komercnich vzorcich s
vyuzitim specifickych primerit (Basl, Pa3LTP) pomoci duplex PCR

Jak je mozné sledovat na obrazku (Obrazek 33), DNA broskve byla stanovena pouze ve
vzorku 2. U ostatnich vzorkd mély vzniklé PCR produkty nizsi teplotu tani, nez byla teplota
tani specifického produktu. DNA merunky byla metodou duplex PCR stanovena pouze ve
vzorku 5. Ve vzorku 3 pak byla teplota tani velice blizka teploté tani specifického produktu,
DNA meruiky vSak v ostatnich vzorcich nebyla pomoci HRM detekovana. Detail oblasti teplot
tani specifickych produktl jsou zobrazeny na obrazcich nize (Obrazek 34, Obrazek 35).
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Obrazek 34: Krivky tani, detail, simultanni detekce DNA broskve a meruniky v komercnich vzorcich
s vyuzitim specifickych primerii (Basl, Pa3LTP) pomoci duplex PCR
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Obrazek 35: Krivky tani, detail, simultanni detekce DNA broskve a merunky v komercnich vzorcich

s vyuzitim specifickych primerii (Bas1, Pa3LTP) pomoci duplex PCR
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Obrdzek 36. Elektroforeticky gel, simultanni detekce DNA broskve a meruiiky v komercnich vzorcich s
vyuzitim specifickych primeri (Basl, Pa3LTP) pomoci duplex PCR (1-6 — vzorky)

Soucasti analyzy byla i gelova elektroforéza, vysledny gel lze pozorovat na obrazku
(Obrazek 36). Na fotografii gelu lze pozorovat detekované nespecifické produkty o velikosti
50 bp u vsech vzorkid. U vzorku 6, 3 a jednoho z duplikatu vzorku 1 nebyla ani pomoci gelové
elektroforézy detekovéana Zadna ze sledovanych DNA. O vzorku 2 miZeme pozorovat na gelu
vznikajici 2 bandy. V tomto ptipadé byla detekovana pouze DNA broskve a lze tak usuzovat,
ze druhy band by patfil nespecifickému produktu primerd Pa3LTP. V piipad€ vzorku 5 byla
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zase pomoci HRM detekovéana pouze DNA meruniky, tak tomu bylo i u gelové elektroforézy,
jelikoz 1ze pozorovat rozdilny tvar na fotografii gelu ve srovnani se vzorkem 2. Ptesto vSak
I v tomto ptipad¢ lze detekovat fragmenty o velikosti 100-150 bp. V ptipadé ostatnich vzorku
by pak zdanlivé bylo mozné detekovat pomoci gelové elektroforézy fragmenty o velikosti
100-150 bp, které odpovidaji velikosti fragmenti specifickych produkti. Po srovnani
s vysledky HRM vsak lze vyvodit zavér, ze se jedna o detekci nespecifickych produktii.
Zaroven lze pozorovat u téchto vzork rozdil ve srovnani se vzorkem 2 a 5, kdy u téchto vzorki
1ze pozorovat bandy alespon trochu odd€lené, zatimco u ostatnich vzork jsou spiSe spojené
V jednu Smouhu na gelu.

Z téchto vysledku lze vyvodit zavér, Ze u multiplex PCR je vhodnéjsi pro analyzu amplikont
pouzivat metodu HRM, ktera dokaze piesné stanovit teplotu tani specifického produktu a po
srovnani teploty tani specifického produktu s analyzovanymi vzorky lze ur€it, zda se DNA
V analyzovaném vzorku vyskytuje nebo ne. Z diivodu vzniku specifickych 1 nespecifickych
produktii o podobné velikosti, ale odlisné teploté tani je vhodnéjs$i vyuzivat metodu HRM
namisto gelové elektroforézy.
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5.1.7 Srovnani singleplex a duplex PCR pro simultanni detekci broskve a meruiky

Cilem diplomové prace byla optimalizace molekuldrnich metod na béazi multiplex PCR
k simultanni detekci ovocnych druhti v potravinach a zaroven sledovani vlivu riznych typi
potravinové matrice na vysledek stanoveni autenticity potravin s Ovocnou slozkou pomoci
molekularnich a instrumentalnich technik. V ramci prace byla zarovein porovnana metoda
singleplex a duplex PCR pro stanoveni vybranych ovocnych druhli v potravinach. Srovnani
téchto dvou metod je uvedeno v tabulce (Tabulka 16).

Tabulka 16: Srovndni metod singleplex a duplex PCR pro detekci DNA ovocnych druhii v potravindch

Vzorek Singleplex PCR Duplex PCR
1 NE NE
2 NE ANO
3 NE NE
Dukaz DNA broskve
4 NE NE
5 NE NE
6 NE NE
1 ANO NE
2 NE NE
3 ANO NE
Diikaz DNA merunky
4 ANO NE
5 ANO ANO
6 ANO NE
Citlivost — detekce DNA broskve 1ng - ult >3,5ng - plt
Citlivost — detekce DNA meruiiky 11 ng - ul?t >3,5ng - plt
Tm Pa3LTP 86,89 °C 86,43 °C
Tm BAS1 78,40 °C 78,40 °C

Zékladni vlastnosti, kterd byla po celou dobu analyzy sledovana byla teplota tani vzniklych
PCR produktt. Teplota tani specifického produktu pro primery BAS1 byla stanovena na
78,4 °C jak pro singleplex PCR, tak pro duplex PCR. Pro primery Pa3L TP vsak byla stanovena
teplota tani specifického produktu na 86,89 °C pro singleplex PCR, na 86,43 °C pro duplex
PCR. Tento rozdil by mohl byt ovlivnén jednak pfitomnosti dalsich komponent ve vzorku, ale
také pritomnosti jiné DNA. Zaroven se vSak miiZze jednat pouze o chybu pfi stanoveni teploty
tani daného specifického produktu, jelikoZ se jedné o vysoce citlivou analyzu.
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Krom¢ teploty tani byla v ramci diplomové prace sledovana citlivost jednotlivych metod.
metody stanovena na 1 ng - pl~* pro primery BAS1 a 11 ng - pl~* pro primery Pa3LTP. Pro
duplex PCR nebyl limit detekce stanoven z davodu nizké koncentrace vyizolované DNA. Pti
nejvyssi koncentraci 3,5 ng - ul"! nebylo pomoci duplex PCR mozné stanovit DNA broskve ani
meruiky. Pfi dané metodé vSak byly vyuzity vzorky obsahujici pouze jednu ze dvou
analyzovanych druht DNA o koncentraci 7 g - pl~! a v obou ptipadech bylo mozné danou DNA
stanovit. Proto by se dalo pfedpokladat, ze pomoci duplex PCR by bylo mozné stanovit DNA
0 koncentraci 10 ng - ™.

V ramci praci mél byt sledovan i vliv potravinové matrice na analyzu. Pfedpoklada se, ze
sloZeni ¢i povaha vzorku mohou ovlivnit samotnou analyzu.
tohoto vzorku se podatilo detekovat pouze DNA meruiikky pomoci singleplex PCR, ptestoze
obsahoval oba druhy DNA. Slozita prace s timto vzorkem byla nejspiSe ovlivnéna nékolika
faktory. Jednalo se o vzorek obsahujici nejvétsi mnozstvi jableéné slozky a to az 70 %. Zaroven
tento vzorek obsahoval aditiva a vzhledem k povaze vzorku (ovocné pyré), tak nejspise
podléhal upravam, které mohly mit vliv na samotnou DNA. Mohlo se jednat jednak o degradaci
DNA vlivem teploty nebo mechanickymi silami nebo o depurinaci nasledkem kyselého pH.

U Vzorku 2 se jako u jediného vzorku podafilo detekovat DNA broskve. DNA merufiky pak
nebyla v piipadé vzorku 2 detekovana ani pfii singleplex PCR. Ve sloZeni nebyla zahrnuta
jableéna slozka, povaha vzorku vsak i v tomto pfipadé mohla mit vliv na izolaci a samotnou
analyzu.

Ve vzorku 3 se povedlo detekovat DNA meruiiky pomoci singleplex PCR. Jedna se o vzorek
obsahujici pomémé vysoké mnozstvi analyzovanych ovocnych druhii, neobsahuje vsSak
jable¢nou slozku ani piidavné latky. Jednalo se vSak opét o vzorek v tekutém stavu a béhem
jeho vyroby tak mohlo dochézet k procestim, které mohly ovlivnit analyzu.

Vzorek 4 obsahoval dvakrat vice broskve nez merunky. Broskev v§ak v tomto vzorku nebyla
detekovéana. Podobné jako vzorek 1 obsahoval vzorek 4 vysoky podil jable¢né slozky, ktera
kromé jiného obsahuje pektin. Je tedy mozné, Ze ¢ast pektinu zlstala v izolatech DNA 1 pfes
pouziti pektindzy, ¢imz mohlo dojit k inhibici PCR.

V ramci prace byly analyzovany dva vzorky v pevném stavu. Vzorek 5 byl ovocny €aj, ktery
obsahoval také jable¢nou slozku a aditiva. U vzorku 5 byla stanovena pouze meruika pomoci
singleplex PCR, a jako u jediného vzorku také pomoci duplex PCR.

Posledni analyzovanym vzorkem byl vzorek 6, kterym byla miisli ty¢inka. U tohoto vzorku
byla stanovena pouze DNA merunky, a to pouze pii singleplex PCR. Tento vzorek neobsahoval
broskev ve svém sloZeni, obsahoval pouze malou ¢ast jablecné slozky, ale obsahoval aditivni
latky.

Z analyzy jednotlivych vzorkd lze usuzovat hned nckolik moznych zavérl, jaky ma
potravinova matrice vliv na analyzu. Zasadni vliv na analyzu ma povaha vzorku, zda se jedna
o kapalinu (pyr¢ aj.), nebo pevnou latku (¢aj, miisli tyCinka aj.). V ptipad¢ kapalnych vzorka je
potieba nejprve vzorky zlyofilizovat, ve srovnani s pevnymi vzorky tak pfibude v ramci
analyzy casové naro¢ny krok navic. Zaroven by mohlo mit vliv i sloZeni dané typem vzorku,
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kdy nékteré vzorky jsou vyrabény z ovoce zbaveného slupek nebo seminek, ¢imz se DNA
dostava do st'avy, ve které je volné rozmisténa a neni nijak chranéna proti degradaci. Dalsi vliv
by rozhodné mohla mit pfitomnost aditivnich latek. V mnozstvi vzorkd, které bylo v ramci
diplomové¢ prace analyzovano vSak nebylo potvrzeno, zda pfitomnost aditivnich latek hraje
vyznamnou roli pfi stanoveni autenticity potravin ¢i nikoli. Vyznamnou roli vSak hraje
pfitomnost jablecné slozky ve vzorku. V piipad€ pfitomnosti jable¢né slozky je nutno pocitat
s pritomnosti vys$Siho mnozstvi polysacharidt. Proto je nutné v ramci izolace nebo extrakce
latek z vyrobku zaradit krok, kterym Ize polysacharidy odstranit. Dale pak hralo vyznamnou
roli samotné sloZzeni vzorku, zejména pak mnozstvi ovocné slozky ve vyrobku.
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5.2 Instrumentalni ¢ast

Hlavnim cilem instrumentalni ¢asti prace byla optimalizace extrakce fenolickych latek s jejich
naslednou detekci pomoci HPLC/PDA. Instrumentalni ¢ast prace byla zaméfena na analyzu
fenolickych latek ve vzorcich. Cilem prace bylo nalézt specifické latky, které by mohly pomoct
pfti identifikaci analyzovanych ovocnych druhli ve vzorcich, a zaroven by mohly byt tyto latky
pouzivany pro stanoveni autenticity, piipadn¢ odhaleni falSovani potravin. V ramci této Casti
prace byla provedena nejprve extrakce fenolickych latek, a to dle postupu v kapitole 4.7.2.
Takto vyextrahované fenolické latky byly analyzovany pomoci HPLC/PDA. Z divodu obsahu
rusivych latek, jako byly napiiklad polysacharidy vsak bylo obtizné takto piipravené vzorky
analyzovat.

Dalsi metodou, kterd byla vyuzita pro Upravy extraktu fenolickych latek bylo srdzeni
kontaminujicich sacharida ethanolem. To bylo provedeno dle postupu v kapitole 4.7.3. Takto
pfipraveny vzorek jiz bylo mozné analyzovat pomoci HPLC/PDA. Z divodu nizké koncentrace
vyextrahovanych fenolickych latek bylo provedeno zakoncentrovani. To bylo provedeno dle
postupu v kapitole 4.7.4. Takto zakoncentrované vzorky byly rovnéz analyzovany pomoci
HPLC/PDA.

Srovnani jednotlivych metod je ilustrovano na chromatogramech, které jsou soucasti ptiloh
(Obrazek 44, Obrazek 45). Pii analyze nepiecisténého surového extraktu nebylo stanoveno
takové mnozstvi latek, jako v ptipad€ pieciSténych extrakti. V neptecisténych surovych
extraktech vsSak bylo identifikovino méné¢ latek nez u preCisténych a 2x a 10x
zakoncentrovanych extraktl. Zarovei ale plati, ze 10x koncentrované extrakty jiz byly pfili§
koncentrované, coz se projevilo nerovnosti nulové linie a obtiznou identifikaci jednotlivych
fenolickych latek. Jako nejvhodnéjsi zpisob ptipravy vzorktt HPLC byl tedy na zdkladé vyse
zminénych faktl zvolen postup s precisténim surového extraktu ethanolem a dvojnasobnym
zakoncentrovanim.

5.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Pomoci HPLC/PDA byly analyzovany extrakty fenolickych latek, které slouzili pro detekci
specifickych latek, které by mohly slouzit pro stanoveni autenticity potravin a piipadné
odhaleni falSovani potravin. Vysledky analyzy jsou zpracovany v tabulkach (Tabulka 17,
Tabulka 18 a Tabulka 19).

V ramci HPLC analyzy bylo v analyzovanych vzorcich detekovano celkem 16 fenolickych
latek. Nejcastéji detekovanou fenolickou latkou byl floridzin, dale pak katechin, kyselina
ferulova nebo hesperidin. Zajimavy je praveé Casty vyskyt hesperidinu, ktery se pfirozené
vyskytuje jako antioxidant citrusovych plodi [66]. Jeho vyskyt ve vzorcich vS8ak mohl byt
zpusoben slozenim vzorkl, kdy zejména vzorky ve formé ovocného pyré obsahovaly
citronovou $tavu. Hesperidin byl v§ak detekovan i ve vzorku 3, ktery zadné citrusy neobsahoval
ani ve formé& §t'avy. Diivodem by mohla byt kontaminace, ¢i pfidavek citronové §tavy. Déle je
pak zajimavosti, ze ve vzorku 5 (Caj) nebyl hesperidin vibec detekovan, ptestoze jeho
deklarovanou soucasti je pomerancova kira. To bylo nejspiSe zpisobeno technologii vyroby
Caje, povahou vzorku, jelikoz se jednalo o suchy vzorek, a tedy tim, Ze mohlo dojit k rozkladu
této fenolické latky.
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Nejcastéji detekovanou fenolickou latkou, jak jiz bylo zminéno byl floridzin. Floridzin je
fenolicka latka pfirozené se vyskytujici v jablkach [66]. Jableéna slozka byla soucasti
4 7 celkovych 6 vzorkl. Vzorky 2 a 3 jable¢nou slozku uvedenou ve svém slozeni nemély.
U vzorku 3 tato fenolicka latka nebyla HPLC analyzou detekovana. U vzorku 2 vSak tato latka
detekovana byla, to by mohlo svéd¢it o nahrazovani nékterych slozek jable¢nou slozkou
a vyskytu floridzinu v daném vzorku.

Vyznamnymi fenolickymi latkami, které by mohly byt obsazeny ve vzorcich obsahujici
broskev nebo meruiiku jsou kyselina kavova, kyselina chlorogenova, quercetin, katechin nebo
epikatechin [67], [68]. VSechny tyto fenolické latky byly alespon v nékterém ze vzorka
stanoveny. ZvysSe uvedenych latek byl pak nejCastéji stanoven katechin a kyselina
chlorogenova, nejedna se vSak o natolik specifické latky, aby mohly byt vyuzity pro stanoveni
autenticity potravin.

Asi nejzajimavéjsi fenolickou latkou v ramci HPLC analyzy byl quercetin-3-glukosid. Ten
je specificky pravé pro analyzované druhy (broskev a merutiku) [69]. Tato fenolicka latka vSak
byla stanovena pouze v jednom z analyzovanych vzorkt (vzorek 3). Mezi dalsi latky, které byly
ve vétsim mnozstvi vzorkil stanoveny patii kyselina ferulova a genistein. | v ptipadé téchto
fenolickych latek se vSak jedna o latky, které se vyskytuji v béznych potravinach, jako je mléko,
tofu nebo jogurt a nejedna se tak o specifické fenolické latky, které by bylo mozné vyuzit pro
detekci broskve nebo meruiiky ve vzorku [70].
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Tabulka 17: Vysledky HPLC analyzy, v tabulce zaznamendn retencni cas [min], ve kterém byla ldatka
detekovana; n.d. - latka nebyla ve vzorku detekovana, SE — surovy extrakt, 2x — 2X koncentrovany

precisteny extrakt, 10x — 10x koncentrovany precisteny extrakt

ot | chtorogenevs | <O | g | atetin
SE n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Vzirek 2x 4,84 8,43 n.d. 11,86 n.d.
10x 8,40 n.d. n.d. n.d. n.d.
SE n.d. 8,04 n.d. n.d. n.d.
VZZ“’k 2x 4,83 8,48 n.d. n.d. n.d.
10x 4,91 8,44 9,42 n.d. 12,80
SE n.d. 8,04 n.d. n.d. n.d.
VZ‘:EK 2x nd. 7,03 nd. nd. 12,49
10x n.d. 8,45 9,43 n.d. 11,42
SE n.d. 8,03 n.d. n.d. n.d.
VZZrEk 2X n.d. n.d. n.d. n.d. 11,83
10x n.d. n.d. n.d. n.d. 11,83
SE n.d. n.d. n.d. n.d. 12,40
VZ‘;rek 2x 4,29 nd. nd. nd. 12,76
10x n.d. 8,26 9,44 n.d. n.d.
SE n.d. n.d. n.d. n.d. 11,21
Vz%rek 2X n.d. n.d. n.d. n.d. 11,50
10x 4,87 n.d. n.d. n.d. 11,46
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Tabulka 18: Vysledky HPLC analyzy, v tabulce zaznamendn retencni cas [min], ve kterém byla ldatka

detekovana; n.d. - latka nebyla ve vzorku detekovana, SE — surovy extrakt, 2x — 2x koncentrovany

precisteny extrakt, 10x — 10x koncentrovany precisteny extrakt

Epikatechin | Rutin gﬁ:?: SZTL:CthsI?d Hesperidin| Floridzin
SE n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Vzorek 1| 2x n.d. 15,12 n.d. n.d. 16,21 17,21
10x 12,78 n.d. 15,58 n.d. 16,20 17,26
SE n.d. n.d. 15,02 n.d. 16,57 17,24
Vzorek 2| 2x n.d. 15,13 n.d. n.d. 16,60 17,30
10x 14,73 n.d. 15,70 n.d. 16,58 17,27
SE 11,2 n.d. n.d. n.d. 16,69 n.d.
Vzorek 3| 2x 13,49 14,43 15,28 15,85 n.d. n.d.
10x 14,82 n.d. 15,69 n.d. 16,73 n.d.
SE n.d. n.d. 15,52 n.d. 16,17 17,24
Vzorek 4| 2x n.d. n.d. 16,21 n.d. 16,76 17,30
10x 12,98 n.d. 16,74 n.d. n.d. n.d.
SE n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 17,78
Vzorek 5| 2x n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 15,98
10x n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 18,71
SE n.d. n.d. 15,08 n.d. n.d. 17,24
Vzorek 6| 2x n.d. n.d. 15,13 n.d. n.d. 17,30
10x n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 17,28
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Tabulka 19: Vysledky HPLC analyzy, v tabulce zaznamendn retencni cas [min], ve kterém byla ldatka

detekovana; n.d. - latka nebyla ve vzorku detekovana, SE — surovy extrakt, 2x — 2x koncentrovany

precisteny extrakt, 10X — /0x koncentrovany precistény extrakt

Epikate’chin K.yselinarl Resveratrol | Naringenin | Genistein
gallat sinapova

SE n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Vzirek 2% nd. nd. nd. nd. 23,26
10x 17,70 n.d. n.d. n.d. n.d.

SE 19,09 n.d. n.d. n.d. n.d.
szrek 2% 19,00 nd. nd. nd. 23,27
10x n.d. n.d. n.d. n.d. 23,26

SE n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
szrek 2% n.d. n.d. 19,54 21,29 23,31
10x n.d. n.d. 18,11 21,25 23,26

SE n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
VZTEK 2X n.d. n.d. n.d. n.d. 23,24
10x n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

SE n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Vzc;rek 2X n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
10x n.d. n.d. n.d. n.d. 23,27

SE n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
VZ%rEK 2% n.d. 19,01 19,50 nd. 23,27
10x n.d. n.d. 18,98 20,48 23,26
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6 ZAVER

Diplomovéa prace na téma stanoveni autenticity rtiznych typl potravinafskych produktt
s ovocnou slozkou pomoci molekuldrnich a instrumentédlnich technik byla zaméfena na
simultanni stanoveni broskve a meruniky v komerénich vzorcich.

V ramci prace byly feSeny dil¢i ulohy jako vypracovani literarni reSerSe na zadané téma,
optimalizace extrakce DNA a molekularnich metod na bazi multiplex PCR k simultdnnimu
stanoveni ovocnych druhil v potravinach. Déle pak optimalizace stanoveni charakteristickych
obsahovych slozek ovoce pomoci HPLC/PDA a na zavér byl sledovan vliv riznych typt
potravinové matrice na vysledek stanoveni autenticity potravin s ovocnou slozkou pomoci
molekularnich a instrumentélnich technik.

V prvni ¢asti prace byly vyuzity rizné molekularni techniky pro analyzu. Nejprve byla
vyizolovana DNA. Pro izolaci byl zvolen kit EliGene Plant DNA Isolation kit. Z divodu
pritomnosti inhibi¢nich latek, jako jsou polysacharidy aj., ve vzorku byl izola¢ni protokol
upraven. V ramci izolace byl zafazen krok inkubace s pektinazou, ktery slouzil pro odstranéni
polysacharidli inhibujicich DNA polymerazu, zejména pektinu. Pektin ve vzorcich pochazel
zejména z jablek, které¢ byly soucasti vétSiny vzorkd, u nékterych vzorkli mohl pochazet
I Z jinych ovocnych druht.. Takto vyizolovana DNA byla podrobena polymerazové fetézové
reakci svyuzitim ITS2 primert specifickych pro rostlinnou DNA pro ovéfeni
amplifikovatelnosti této DNA. Zaroven byla provedena analyza kiivek tani a nasledné gelova
elektroforéza amplikonti. Pomoci upraveného izola¢niho protokolu s vyuzitim pektinazy byla
uspésné vyizolovana amplifikovatelnd DNA, kterd byla v praci pouzita pro dal$i analyzy.

V ramci prace byla provedena jak singleplex, tak duplex PCR. U obou téchto technik byla
ovéfena citlivost. Citlivost singleplex PCR byla stanovena na 1 ng - ul™ pro primery BAS1
all ng - ult pro primery Pa3LTP. V piipadé duplex PCR nebyla limitni koncentrace DNA
stanovena, jelikoz byla duplex PCR provedena s koncentraci DNA z jednotlivych ovocnych
druhti 3,5 ng - ul™t. Ani v jednom piipadé nedoslo pfi této koncentraci DNA u duplex PCR ke
vzniku specifického produktu. Z toho vyplyva, Ze citlivost singleplex PCR byla vy$si nez
citlivost duplex PCR. To bylo ovlivnéno jak pfitomnosti vice primerd, tak pfitomnosti vice
druhtt DNA ve vzorku.

U duplex PCR byla navic stanovena specifity primertt BAS1 a Pa3LTP. Pomoci HRM byla
ov€fena specifita navrZzenych primerd. PfestoZe tyto primery tvoifi nespecifické produkty
s podobnou teplotou tani a velikosti jako ma specificky produkt, zejména pak v ptipadé primert
Pa3LTP specifickych pro meruiiku, pomoci HRM analyzy bylo tyto produkty moZné od sebe
odlisit a lze tyto primery povazovat za dostatecné specifické pro detekci DNA broskve
a merunky.

V zavéru molekularni ¢asti prace pak byly analyzovany samotné vzorky. Pomoci singleplex
PCR nebyla stanovena broskev ani v jednom z analyzovanych vzorkd. V pfipadé merunky pak
byla tato DNA stanovena u vSech vzorkt krom¢ vzorku 2. U duplex PCR pak byla broskev
stanovena pouze ve vzorku 2. Meruiika pak byla v ptipadé duplex PCR stanovena pouze u
vzorku 5. | vtomto pfipadé lze pozorovat zménu citlivosti mezi singleplex a duplex PCR.
Zajimavosti je, Ze broskev, ktera u vzorku 2 nebyla pomoci singleplex PCR detekovana, byla
detekovana pomoci duplex PCR. To by mohlo byt ovlivnéno tim, Ze nebyla detekovdna DNA
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meruiilky a pokud bylo ve vzorku vice DNA broskve, tak v ptipadé¢ duplex PCR bylo pro
analyzu pouzito 2 pl a tim by bylo v PCR smési vy$$i mnozstvi DNA broskve.

V instrumentélni ¢asti byla nejprve optimalizovana metoda extrakce fenolickych latek. Pro
extrakci byla vyuzita extrakce smési ethanolu s vodou, ktera byla okyselena HCI na pH 2. Takto
vyextrahované fenolické latky byly analyzovany pomoci HPLC/PDA. Kvuli obsahu rusivych
latek, kterymi v tomto pifipadé byly opét polysacharidy, musely byt extrakty pfecistény.
Zaroven byly tyto extrakty zakoncentrovany pro zisk vyssSich koncentraci fenolickych latek,
které by mohly byt analyzovany. PieCisténi extraktu pomohlo a umoznilo lepSi analyzu
a detekci fenolickych latek. Nejvhodnéjsi bylo zakoncentrovani 2x, kdy bylo mozné fenolické
latky v extraktu analyzovat.

V extraktech bylo pomoci HPLC/PDA stanoveno celkem 16 fenolickych latek. Jednalo se
prevazné o nespecifické latky vyskytujici se ve vice druzich ovoce soucasné. Jako specifickou
fenolickou latku lze oznacit quercetin-3-glukosid, ktery by mohl byt vyuzit pro stanoveni
autenticity broskve a merunky ve vzorku. Touto metodou vSak byly detekovany i latky,
které patii jinym ovocnym druhtim, jako je hesperidin nebo floridzin. HPLC analyza by tedy
mohla byt do budoucna vyuzivédna spiSe jako nastroj pro odhaleni falSovéani potravin nez jako
nastroj pro potvrzeni pfitomnosti analyzovan¢ho druhu. I tuto metodu vSak lze vyuzit pro
stanoveni autenticity potravin.

V ramci prace byl nakonec sledovan i vliv potravinové matrice. Bylo dosazeno zavéru, ze
potravinova matrice ma zna¢ny vliv na celkovou analyzu. Vyznamnou roli hrala povaha vzorku
(kapalny nebo suchy vzorek), dale pak slozeni (obsah jable¢né slozky), ale také druh vzorku
a jeho vyroba. V této diplomové praci nebyl prokdzan vliv aditiv na stanoveni.

Hlavnim pfinosem diplomové prace bylo srovnani multiplex PCR, ktera by byla pouzitelna
pro stanoveni autenticity potravin, s metodami, které jsou bézné pouzivany, jako je singleplex
PCR nebo HPLC analyza. Multiplex PCR je pouZitelnou metodou pro stanoveni autenticity
potravin. Je vSak potieba pocitat s nizsi citlivosti této metody, nezZ je tomu v piipadé singleplex
PCR. Na druhou stranu se tyto metody lisi i v dobé trvani, kdy v rdmci multiplex PCR jsme
schopni provést stanoveni vice druhtli najednou a neni tak nutné provadét nékolik riznych PCR.
Je tedy potieba pocitat s nékterymi obtizemi, jako je niZsi citlivost, vyssi riziko kontaminace
atd., zaroven ale dojde k urychleni samotné analyzy.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

DNA, dsDNA

RNA
PCR
gRT-PCR
HRM

G, CAT
PAGE
HPLC
uv

PDA

MS, HRMS
NMR
TOF
RAPD
ARMS
SCAR
SSR
RFLP
SNP

Deoxyribonukleova kyselina, double-strand (dvou fetézcova) DNA

Ribonukleova kyselina

Polymerdzova fetézova reakce

kvantitativni real-time PCR

VysokorozliSovaci analyza kiivek tani
nukleotidy, guanin, cytosin, adenin, thymin
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
ultrafialové zareni

photodiode array, detektor diodového pole
hmotnostni spektrometrie, vysokorozliSovaci MS
nuklearni magneticka rezonance

time of flight, MS detektor

nahodna amplifikace polymorfni DNA
amplifikacni refrakéni mutacni systém
amplifikovana oblast charakterizovana sekvenci
jednoduché opakovani sekvence
polymorfismus délky restrikénich fragmenta
jednonukleotidovy polymorfismus
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9 PRILOHY
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Obrazek 37: Elektroforeticky gel, overeni amplifikovatelnosti DNA vyizolované z komercnich
vzorkii bez pouziti pektindzy (1-6 — vzorky, P — pozitivni kontrola, N — negativni kontrola)
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Obrazek 38: Elektroforeticky gel, ovéreni amplifikovatelnosti DNA vyizolované z komercnich vzorkii s
pouzitim pektindzy (1-6 — vzorky, P — pozitivai kontrola, N — negativni kontrola)
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Obrazek 39: Elektroforeticky gel, Stanoveni ctlivosti druhové specifickych primerit BASI o
koncentraci 100 nmol - It v reakcni smési (10 ng — 10 pg — rozsah koncentraci, N — negativni
kontrola)
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Obrazek 40: Elektroforeticky gel, Stanoveni ctlivosti druhove specifickych primerit BASI o
koncentraci 200 nmol - It v reakcni smési (10 ng — 10 pg — rozsah koncentraci, N — negativni
kontrola)
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Obrdzek 41: Elektroforeticky gel, detekce DNA broskve v komercnich vzorcich pomoci druhové
specifickych primertt BAS1 (N- negativni kontrola, P — pozitivni kontrola, 1-6 —vzorky)
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Obrazek 42: Elektroforeticky gel, Stanoveni ctlivosti druhové specifickych primerit Pa3LTP (N —

negativni kontrola, 10 ng — 10 pg — rozsah koncentraci)
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Obrazek 43: Elektroforeticky gel, Stanoveni ctlivosti druhove specifickych primerit BASI a Pa3LTP
pri duplex PCR (7ngB — DNA broskev 7 ng, 7ngM — DNA merurnky 7 ng, 3,5 ng — 10 pg — rozsah

koncentraci)
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Obrazek 44: Chromatogram, surovy extrakt, vzorek 4
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Obrdazek 45: Chromatogram, 2x koncentrovany precistény extrakt, vzorek 4
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