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ABSTRAKT

Izolace rostlinné DNA je komplikovand z divodu pfitomnosti polyfenolli, polysacharidii
a dalsich metabolitl, které byvaji izolovany soucasn¢ s DNA. Tyto latky mohou mit vliv
na vytézek a kvalitu izolované DNA, a také mohou puisobit jako inhibitory PCR. Mezi moderni,
jednoduché a rychlé metody izolace DNA v molekularné biologickych laboratofich patfi
magneticka separace, ktera vyuziva reverzni imobilizaci DNA na magnetické nosice
a umoziuje ziskani DNA ve vysoké kvalité€ a Cistoté.

V experimentalni ¢asti byla provedena mikroizolace rostlinné DNA ze zeleniny (mrkev),
ovoce (hruska, jablko, citron, mango) a z tepeln¢ zpracovanych potravinovych vyrobki pro déti
(Hami prvni mrkvicka, Nestlé ovocnd kapsicka, dmBIO hruska mrkev jablko, Hello ovocna
presnidavka s jablky a Hello ovocna piesnidavka s mangem). K izolaci DNA byly vyuzity
magnetické mikro¢astice PGMA 2 mg/ml a magnetické nanocastice funkcionalizované poly-
L-lysinem (PLL) 0,2 mg/ml. Byla porovnana metoda izolace magnetickych ¢astic s navazanou
DNA magnetickym separatorem a magnetickou jehlou. Kvalita a mnozstvi izolované DNA
byly zjistény spektrofotometrickou analyzou a amplifikovatelnost izolované DNA byla ovéfena
konvenéni polymerazovou fetézovou reakci (PCR) s primery specifickymi pro rostlinnou
ribosomalni DNA (rDNA). Produkty PCR o velikosti 700, 350 a 220 bp byly detegovany
agarozovou gelovou elektroforézou. Z tepelné zpracovanych potravinovych vyrobkil pro déti
byla pomoci magnetickych nosict izolovana DNA v kvalité vhodné pro PCR. Detegovany byly
vSak pouze kratsi PCR produkty o velikosti 220 bp, coz svéd¢i o degradaci DNA. Specifita
PCR produkti byla stanoveni analyzou délky restrikéniho fragmentu (RFLP). Experimentalni
vysledky odpovidaly teoretickym vysledkiim restrikéni analyzy.

KLICOVA SLOVA

Izolace rostlinné DNA

Potravinové vyrobky pro déti.
Magneticke Castice

Polymerazova fetézova reakce (PCR)



ABSTRACT

Isolation of plant DNA is complicated due to the presence of polyphenols, polysaccharides
and other metabolites, that are isolated together with DNA. These compounds can affect
the yield and quality of DNA and can inhibit a polymerase chain reaction (PCR). A modern,
simple, and fast method of DNA isolation in molecular biology laboratories is magnetic
separation based on reversible DNA immobilization on magnetic particles. These methods
allow to obtain DNA of high quality and purity.

In the experimental part, magnetic microparticles PGMA 2 mg/ml and magnetic
nanoparticles functionalized by polylysine (PLL) 0,2 mg/ml were used for isolation of plant
DNA from vegetables (carrots), fruits (pear, apple, lemon, mango) and heat treated food
products for children (Hami first carrot, Nestl¢ fruit pocket, dmBIO pear carrot apple, Hello
fruit snack with apples and Hello fruity snack with mango). The efficiency of separation
of magnetic particles with bound DNA using a magnetic needle and a magnetic separator were
compared. The quality and quantity of isolated DNA were verified by spectrophotometric
analysis. The amplificability of isolated DNA was tested in a conventional PCR using primers
specific for plant ribosomal DNA (rDNA). PCR products were analyzed by agarose gel
electrophoresis. Major fluorescent bands were of 700, 350 and 220 bp corresponding to three
different rDNA amplicons. DNA was isolated from heat treated food products for children
in a PCR-ready quality. Only 220 bp long PCR products were detected, that indicated DNA
degradation. The identity of PCR products was determined by restriction fragment lenght
analysis (RFLP) using Nlalll enzyme cutting the rDNA subregion (ITS1) of Daucus carota
(carrot). The digestion profiles were in a good agreement with those predicted
from bioinformatic analysis confirming, thus, the specificity of the developed PCR method.

KEY WORDS

Isolation of plant DNA

Food products for children.
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Polymerase chain reaction (PCR)
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1 UVOD

V soucasné dobé¢ je aktudlni téma autenticity potravin. FalSovani potravin je znadmo jiz
od doby, kdy zacaly byt vyrabény a vyuzivany jako zdroj ekonomického zisku. Vyziva hraje
vyznamnou roli pfedev§im u déti a slozeni stravy muze pozitivné nebo negativné ovlivnit jejich
vyvoj. Z toho divodu je nutné piisné kontrolovat pfesné slozeni potravin a vyvijet spolehlivé
techniky pro jejich kontrolu. Mezi velmi vyuzivané metody patii molekularné diagnostické
techniky a mikrobiologicka analyza [1], [2].

Nejvice vyuzivanou metodou pro identifikaci mikroorganismti, rostlin i Zivo¢icht je metoda
polymerazové feté¢zové reakce (PCR). Pouziti PCR analyzy vyzaduje izolaci DNA ve vysoké
kvalité¢ a cistoté. Pfi analyze realnych vzorki muze dochazet ke vzniku falesn¢ negativnich
vysledkd vlivem mnoha organickych a anorganickych sloucenin koextrahovanych s DNA.
Proto je vénovéana velka pozornost nejen vyvoji rychlych a efektivnich metod izolace DNA,
ale také jednotlivym kroktim pfi izolaci DNA a chovani DNA pfi pouziti riznych komponent
a za ruznych experimentalnich podminek. Jednim ze zpiisobli odstranéni vlivu inhibitort je
fenolova extrakce, kterd je vSak pracnd, zdlouhava a hrozi zde kontaminace z diivodu Cetnosti
ptevodu fazi.

V soucasné dobé je nejvyuzivanéj$i metodou izolace DNA reverzibilni adsorpce na pevné
castice a kolonky. Mezi zakladni vlastnosti magnetickych nosici patii nejen paramagnetismus,
velikost, tvar, stupenl polydisperzity, obsah funkénich skupin, ale nosi¢ musi byt také stabilni
ve vodnych roztocich (neagregovat), nepodléhat chemickym zménam a mit vysoky obsah
magnetického plniva. Oproti jinym metodam je pouZiti magnetickych nosi¢ti rychlé, nenarocné
Z hlediska pouziti chemikalii a moznosti automatizace. Minimalizuje se také ucinek
organickych rozpoustédel na DNA [3], [4], [5], [6].



2 TEORETICKA CAST
2.1 Autenticita potravin

Stale vice spotiebitelt klade pfi stravovani diraz na kvalitu potravin pfed kvantitou. Z toho
divodu roste také zajem 0 biopotraviny, funk¢éni potraviny a produkty nebo potraviny
S chranénym oznacenim — chranéné oznaceni piivodu (CHOP), chranéné zemépisné oznaceni
(CHZO) a zarucena tradi¢ni specialita (ZTS), které zarucuji ur¢itou kvalitu [7].

Kritérii urcujicich pravost potravin je mnoho. Jejich kontrola probiha od dodavatelt
jednotlivych surovin, pokracuje kontrolou vyrobkti a kon¢i kontrolou prodejci. FalSovani
potravin je ale legislativné pfisn¢ oSetfeno jen v piipadé spravného popisu a oznaceni
na etiketach. To je diilezité pro spotiebitele, jelikoz tidaje uvedené na obalu potraviny jsou
pro n¢ zékladnim zdrojem informaci o dané potravin€. Spravnost téchto udaju je regulovana
zakony, vyhlaskami a nafizenimi. Obecné plati, Ze informace uvadéné na potravinadch nesmé&ji
uvadét spotiebitele v omyl, musi byt Citelné, piesné a jasné, nesméji pripisovat potraving
vlastnosti (nebo na n¢ odkazovat), které¢ jsou schopny zabranit uré¢ité lidské nemoci, zmirnit ji
nebo ji vyléCit a musi byt ve srozumitelném jazyce. Za tyto informace je zodpovédny
provozovatel potravinaiského podniku, jehoz jménem nebo obchodnim nazvem je potravina
uvadéna na trh [1], [7], [8].

FalSovanim potravin miiZzeme rozumét nespravné oznaceni potraviny, uplné nebo ¢astecné
nahrazeni suroviny levnéjsi slozkou, umélé vylepsSeni vlastnosti potraviny nebo nepravdivé
oznaceni puvodu. Nejcastéji dochdzi k falSovani drazsich potravin (lihoviny, vino, kofeni)
nebo potravin prodavanych ve velkych mnozstvich (masné a mlééné vyrobky, tuky, oleje
a ovocné Stavy). Pii konzumaci takovychto potravin muze dojit ke zdravotnim problémim,
nejéastéji K otravé nebo potravinovym alergiim, proto je nutné zajistit, aby vSechny suroviny
vyuzivané pfi zpracovani potravin splitovaly pozadované normy, tedy bezpecnost potravin.
Bezpec¢nost potravin zahrnuje hygienu jejich vyroby, kontrolni mechanismy, monitorovani
potravinovych fetézctli, ptipadné bezpecnost krmiv. Jejich kontrolu zajist'uji statni organizace
a instituce. Kritéria bezpecnosti potravin jsou platna po celou dobu trvanlivosti potravin
uvedenych na trh a jsou stanovena pro mikroorganismy a jejich toxiny nebo metabolity
Vv riznych potravinarskych komoditdch. Pokud dojde k jakémukoli poruseni podminek,

provozovatel podniku bud’ nesmi umistit potraviny na trh nebo bude nucen tyto potraviny
odstranit z trhu [1], [9], [10], [11].

2.1.1 Metody pouzivané pro ovéieni autenticity potravin

S rostoucim zajmem spotiebitelll o bezpecnost a nutricni hodnotu potravin roste také
poptavka po presnych a spolehlivych metodach ke zjisténi jednotlivych slozek v potravinach.
Mnoho analytickych a molekuldrnich metod je urceno k analyze Cerstvych potravinaiskych
produktti. Vétsina vzorki potravin je vSak do urcité miry tepelné nebo jinak zpracovana a DNA
V nich mize byt fragmentovana [9]. Zpracované produkty obvykle obsahuji méné vody
nez Cerstvé a je u nich také vétSi pravdépodobnost vyskytu sekundarnich metaboliti,
které mohou pusobit jako inhibitory PCR. Idedlni analytickd metoda by méla zahrnovat
jednostupiiovou i1zolaci DNA, zakoncentrovani a kvantitativni stanoveni analytu, které jsou
obvykle obsazeny ve stopovych mnozstvich. Moderni metody ale nejsou vzdy dostatecné
citlivé pro pfimou analyzu a analyt musi byt nejprve upraven. Pfi vyvoji metod je nutné
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minimalizovat pocet analytickych krokti pii ptipravé vzorkl, protoze kazdy dalsi krok
V analytickém postupu zvysuje pravdépodobnost ztraty analytu a kontaminaci vzorku [12].

Bézné vyuzivané metody slouzici k identifikaci rostlinnych druhti a pravosti potravin jsou
zalozeny na analyze bilkovin a metabolitl. Pro analyzu bilkovin jsou vyuzivana imunologicka
stanoveni (napiiklad ELISA) nebo elektroforetické metody, zatimco k analyze metaboliti
slouzi vysokoucinna kapalinova chromatografie, nuklearni magnetické rezonance a hmotnostni
spektrometrie. Vysledky téchto metod jsou ovlivnény zemédélskymi technikami, prostfedim,
klimatickymi podminkami a zpracovanim produktii. Metody zaloZené na analyze DNA jsou
povazovany za spolehlivéjsi z diivodu stability DNA a umoziuji kvantitativni stanoveni. Tyto
metody vyuZzivaji toho, Zze DNA je pfitomna ve vSech buiikach organismu. Cilem téchto metod
je extrakce DNA vhodné Cistoty a mnozstvi pro PCR z analyzovanych potravin a amplifikovat
fragmenty o pozadované velikosti v PCR. Amplikony jsou dale analyzovany agar6zovou
gelovou elektroforézou, analyzou kiivek tani (HRM), sekvencovanim atd [1], [9], [11], [13],
[14].

2.1.2 Potravinové vyrobky pro déti

Vyzivu od narozeni do tfetiho roku ditéte miizeme rozd¢lit do tii obdobi:
e Obdobi od narozeni do konce 6. mésice — vyhradné mlécna vyziva.
e Obdobi od 6. mésice do 12. mésict — prechodové obdobi.
e Obdobi od jednoho do tii let — obdobi smiSené stravy (upravend rodinna strava vhodna
pro dité) [2].

Aktualné platnd legislativa nestanovuje pfesnou povahu potraviny, ktera je oznafena jako
,»détska“. Specidlni pozadavky vsak plati pro potraviny uréené pro kojence a déti do 3 let
(naptiklad mlécné vyZzivy nebo piikrmy), ty totiz spadaji do skupiny pro zvlastni vyZivu
a pozadavky pro né¢ stanovuji specialni predpisy. Po€atecni a pokracovaci kojenecka vyziva smi
byt uvedena na trh pouze v ptipad¢, pokud je v souladu s témito piedpisy [15], [16].

2.2 Deoxyribonukleova kyselina (DNA)

Deoxyribonukleova kyselina je dlouhy zaporné nabity heteropolymer, jehoZ zékladni
stavebni jednotkou je nukleotid. Jednotlivé nukleotidy jsou sloZzeny z pent6zy, dusikaté baze
a fosfatu a tvofi spolu fetézce. Dusikaté baze jsou dvojiho typu, pyrimidinové (thymin
a cytosin) a purinové (adenin a guanin). Dva antiparalelni fetézce jsou propojeny vodikovymi
vazbami, a to vzdy pyrimidinovymi a purinovymi bazemi, ¢imz je dana komplementarita bazi.
Baze se paruji cilené, a to adenin s thyminem dvéma vodikovymi vazbami a guanin s cytosinem
ttemi vodikovymi vazbami. Dusikaté baze také stabilizuji dvouSroubovici DNA
nekovalentnimi vazbami mezi aromatickymi cykly dusikatych bazi tzv. stackovy interakce.
Zpusob spojeni nukleotidli udava polaritu fetézce, coz je divodem pro oznacovani jednoho
konce fetézce DNA jako 3" (konec —OH skupiny sacharidu) a druhého 5” (konec je fosfatova
skupina). Molekula DNA nese pfiblizn¢ jeden elementarni naboj na kazdych 0,17 nm délky
dvousroubovice a jeji primér je 2 nm, piicemz délka pfi natazeni molekuly mize byt az nékolik
metrl v zavislosti na typu organismu. Jeji struktura byla popsana roku 1953 pomoci Watson-
Crickova modelu DNA [17], [18], [19].
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2.2.1 Kondenzace DNA

Uchovéani a zpracovani genetické informace kédované v DNA je dano vlastnostmi mnoha
slouCenin, které se vazou, ohybaji, modifikuji DNA, shromazd’uji se na dvousroubovici
a vzajemné se rozpoznavaji. Tyto déje jsou navic komplikovany tim, Ze probihaji in vivo
ve vysoce kompaktnim tzv. kondenzovaném stavu. Kondenzace DNA byva definovana jako
,kolaps® fetézcti DNA do kompaktnich ¢astic obsahujicich jednu nebo nékolik molekul. Je uzce
spojena s dehydrataci DNA, a proto mize byt povazovana za komplexni koacervaci (fazové
odd€leni faze bohat¢ a chudé na DNA). Kondenzaci lze vyvolat pisobenim vnéjsi sily
(naptiklad osmotického tlaku vyvolaného pusobenim neutradlniho polymeru a monovalentni
soli) nebo vyvolanim vzajemnych piitazlivych interakci mezi DNA segmenty. Ve vodnych
roztocich jsou pro kondenzaci DNA obvykle vyzadovany ionty s ndbojem 3* a vy3$sim. Mezi
typické ligandy patfi ionty trojmocnych kovi, anorganické kationty, polyaminy, piirodni
a syntetické peptidy a monovalentni protiionty (Na*). Typickym piikladem je vyuziti
polyethylenglykolu (PEG) v piitomnosti ionti Na®. Morfologie kondenzati je zavisla
na vlastnostech roztoku a struktuie kondenzacniho Ccinidla. Podle délky DNA dochazi
ke kondenzaci bud’ jako monomolekularni kolaps nebo multimolekularni agregace [19], [20],
[21].

V tad¢ teoretickych praci bylo prokazéano, ze helikalni symetrie DNA vede k DNA-DNA
interakcim zavislym na sekvenci nukleovych kyselin. Mechanické porozuméni struktury
vyzaduje kromé¢ znalosti struktury kondenzovanych ¢astic a jejich stabilizacnich sil také znalost
kinetiky jejich tvorby a rozpousténi. Kinetika kondenzace byla poprvé studovana za vyuZiti
rozptylu svétla [20], [21].

Uplatnéni kondenzace DNA na poli mediciny ma vyuZiti predevS§im v genové terapii,
problémem je ale rozpoznani cild. Mimo jiné je také moznost praktického vyuziti
Vv biotechnologiich pfi konstrukci biosenzort, ptipadné jako citlivé nanosenzory kovovych
iontd na bazi DNA [19], [20], [21], [22].

2.2.2 Adsorp¢éni a desorpéni chovani DNA

Pti extrakei a purifikaci nukleovych kyselin je nejbéZnéjSim zplisobem pouziti magnetickych
Castic obsahujicich aminoskupiny —NH2, které davaji nosi¢im kladny néboj. Je nutné,
aby po izolaci doslo k uc¢innému uvolnéni DNA z nosi¢t a ta mohla byt pouzita pro naslednou
PCR analyzu, ale ne vSsechna DNA je z ¢astic eluovana do pufru, obvykle 5-10 % adsorbované
DNA zistava na ¢asticich i po eluci. Adsorpce a nasledna eluce je podminéna kondenzaci DNA,
kterd se takto dostdva do kulovité-spiralového stavu. Pro ziskéni tohoto stavu je nutnd
ptitomnost polymerni latky polyethylenglykolu (PEG) v kombinaci s chloridem sodnym,
a tim je zptsobena dehydratace molekuly DNA. Adsorpéni a desorpéni chovani DNA zavisi
také na typu pritomnych aniontdi, zméné solvata¢niho stavu, pouzitych typech rozpoustédel
adNTP s fosfatovym pufrem. V neposledni fadé¢ zéalezi také na mnoZzstvi pouZitych
magnetickych €astic. Pouziti pfili§ malého mnozstvi magnetickych nosict piiizolaci DNA vede
ke sniZzeni u¢innosti adsorpce. Naopak pfili§ velké mnozstvi vede k prednostnimu vychytavani
nukleovych kyselin s del$imi fetézci. Pii optimalnich podminkach je ucinnost izolace
fragmenttl DNA pomoci magnetickych &astic piiblizné 90 %. Uéinky solvatace na adsorpci
DNA na aminosilikatové magnetické castice jsou ovliviiovany pouzitim aprotickych
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(acetonitril, dimethylformamid) a protickych (methanol, ethanol) rozpoustédel, pFicemz
adsorpce V aprotickych rozpoustédlech je vys$$i. Pridanim organickych rozpoustédel se
adsorpce DNA rovnéz zvysuje. Uginna adsorpce nastava pii pH 8,0, ale jiz pii pH 9,0 bylo
prokdzéno vyznamné snizeni z divodu deprotonace aminoskupin, pifi pH nizSim nez 8,0 se
aminoskupiny opét protonuji [23], [24], [25], [26].

Desorpce je zptisobena nahrazenim DNA fosfatovymi ionty. Nejvyssi desorpce, bez ohledu
na Hofmeisterovu iontovou fadu, byla prokdzana pti pouziti fosfatového pufru (85 %) a zvySuje
se inkubaci pii teplotach 80 °C. Pfivyuziti jinych, nez fosfatovych iontii je desorpce
zanedbatelnd. Kompletni desorpce vSak bylo dosazeno az s pouzitim dNTP. Pii pouziti
fosfatového pufru roste mnozstvi desorbované DNA 1 srostouci koncentraci protickych
rozpoustédel [4], [23], [24], [25].

2.2.3 Agregace DNA

Dlouhé fetézce DNA vykazuji strukturni ptechody za pfitomnosti iont a jinych polymert
ve vodnych roztocich. Tento mechanismus vSak nebyl uplné prozkoumén a pochopen. V fadé
praci byl zkouman vliv molekulové hmotnosti a koncentrace polyethylenglykolu (PEG)
na interakce mezi prechodem kulovité-spirdlového stavu DNA a tvorbou agregati. Bylo
zjisténo, ze ve ziedénych roztocich DNA obsahujicich polyethylenglykol (PEG)
a monovalentni soli (multivalentni kationty a kationtové povrchové aktivni latky — spermidin®*
a spermin®") se ndhodné stocené fetézce DNA spontanné zméni do tvaru kulicky, pokud jsou
koncentrace PEG a/nebo soli vétsi nez kritické hodnoty. Ale v koncentrovanych roztocich DNA
vytvareji fetézce DNA agregaty (podlouhlé struktury), ve kterych jsou fetézce baleny paralelné.
Tato struktura je povazovana za podobnou struktute kapalného krystalu [27], [28], [29].

Bylo zjisténo, Ze pii nizké koncentraci soli, se DNA nachéazi ve formé ndhodnych civek
(kuli¢ek). Kriticka koncentrace soli pro pfechody do kulovité-spiralového tvaru a agregatu klesa
se zvySujici se molekulovou hmotnosti polyethylenglykolu a kulicky koexistuji s agregaty,
pokud je koncentrace DNA vyssi. Do urcité kritické koncentrace DNA jsou fetézce DNA
vétSinou ve formé kulicek a tézko tvoii agregaty. Prechod nastava, kdyz interakce vycerpani
pfesahne hodnotu elektrostatickych interakci. Tento model vSak nevysvétluje experimentalni
fakt, Ze kulicky stabilné koexistuji s agregaty pii vysoké koncentraci soli, proto byl formulovan
dalsi model, nerovnovazny, pro tvorbu kuli¢ek a agregata [28], [29].

Z mnoha experimentti plyne, Ze elektrostatické interakce jsou nezbytné zejména
pro vysvétleni u¢inkli valence a koncentrace ionti. Byl navrzen model, ktery vysvétluje
stabilitu struktur, ktera je dana ,,konkurenci* vycerpani a elektrostatickych interakci [19], [27],
[28], [29].

2.2.4 Poly(ethylenglykol) - PEG

Polyethylenglykol (PEG) je polymerni hydrofilni neutrdlni latka o rtizné molekulové
hmotnosti, jejiz zakladni jednotkou je ethylenglykol. Je netoxicky, rozpustny v mnoha
organickych rozpoustédlech (dichlormethan, tetrahydrofuran atd) a ve vodnych roztocich. Byl
schvalen pro vyuZiti v potravinafstvi a medicin€. Nachazi se v béZn€ dostupnych kosmetickych
ptipravcich, mydle nebo lécich. V pfitomnosti chloridu sodného dehydratuje molekuly DNA
a zpusobuje jejich agregaci. Ma velky vyznam v potravinaiské chemii, kosmetice a farmacii
[30].
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2.3 1Izolace rostlinné DNA

Rostliny, bud’ surové nebo zpracované, tvoii zaklad lidské stravy. Pro izolaci rostlinné DNA
bylo vyvinuto n&kolik metod. Zadny publikovany postup vsak neni univerzalni pro viechny
druhy rostlin z davodu biochemické a morfologické rozmanitosti. Metody izolace je nutno
upravovat pro kazdy rostlinny druh, pfipadné i tkan [31], [32], [33], [34]. Pro izolaci DNA je
zmrazovani a rozmrazovani) muze vést k degradaci DNA. Pro kratkou uschovu mohou byt
vzorky skladovany pii —18 °C, pro delsi je nutno vyuzit kapalného dusiku a vzorky musi byt
skladovany pii —80 °C. Nejlepsi volbou jsou lyofilizované tkan¢, které mohou byt uschovany
po dobu né€kolika let s hizkou ztratou kvality. Na kvalitu izolované DNA ma vliv také chemické
zpracovani, staii a druh rostlinného pletiva a v neposledni fadé spravna homogenizace [35],
[36], [37], [38].

Izolace rostlinné DNA zahrnuje fadu problémil z dGivodu pfitomnosti riznych znecistujicich
latek jako jsou polyfenoly, polysacharidy, RNA, tfisloviny, alkaloidy, silice a proteiny [32],
[39], [40]. Cim je DNA ¢&istsi, tim spolehlivéj§i informace o ni dostaneme. Kontaminovana
DNA nedokaze poskytnout ptesné a reprodukovatelné vysledky [35]. Rychlou a spolehlivou
extrakci DNA z rostlin obsahujicich sekundarni metabolity, které snizuji vytézek extrakce
DNA, zajistuje pouziti lyza¢niho roztoku s CTAB (cetyl trimethylammonium bromid).
Zéakladni lyzaéni roztok CTAB obsahuje 2% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA a 100 mM
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)-HCI. Postupné byl protokol modifikovan a byly
piidavané dal$i latky k odstranéni inhibitort jako proteinaza K, 2-merkaptoethanol,
polyvinylpyrrolidon (PVP) a jiné [37], [41].

Polysacharidy ovliviiuji viskozitu roztoku a mohou inhibovat aktivitu DNA polymerazy
a restrikénich enzymi. K jejich odstranéni se vyuziva vyssi koncentrace CTAB a soli (NaCl)
[41]. Polyfenoly miizeme rozeznat na zakladé hnédého zbarveni, které vznika diky oxidované
formé¢ kovalentné vazané na DNA. Pro odstranéni polyfenolt je k lyzaénimu roztoku s CTAB
pridavan polyvinylpyrrolidon (PVP) [33], [35], [42], [43]. Polysacharidy a polyfenoly
pfiizolaci nevratné interaguji s DNA a omezuji vyuZziti izolované DNA pro PCR, restrikéni
analyzu a sekvencovani inhibici aktivity polymeraz a endonukleaz [44]. K deproteinaci,
ptipadné k odstranéni pigmenti a barviv je vyuzivan chloroform-oktanol v poméru 24:1. RNA
muzeme odstranit srazenim chloridem lithnym nebo ji degradovat piidavkem RNazy, vzorek
zbavujeme proteini napiiklad pfidavkem proteinazy K [45]. Pro precisténi DNA
a zakoncentrovani DNA do mensiho objemu je vyuzivan isopropanol [33], [41].

2.4 Magneticka separace DNA

Magneticka separace je vyuzivana od 70. let minulého stoleti, casto v kombinaci s jinou
separacni metodou. Od té doby Cetnost jejiho vyuziti stale narlista a v soucasné dobé patii
k nejrozsifenéjsim metodam. Vyuziva se predevsim v mikrobiologii, bunééné a molekularni
biologii, 1ékafstvi, biochemii, biotechnologiich a ekologii. Oproti jinym, nemagnetickym,
metodam ma spoustu vyhod, pfedev§im omezuje moznosti kontaminace vzorku a mechanické
namahani vzorku a umoziiuje automatizaci procesu.

Principem magnetické separace DNA je reverzibilni adsorpce DNA na magnetické nosice.
DNA se navaze na magnetické Castice a vznika komplex DNA-magneticka ¢astice (Obrazek

14



1). Komplex je umistén do magnetického pole, tim docasné ziska magneticky moment a mize
byt odseparovan od dalSich molekul. Komplex je nékolikrat promyt, aby doslo k odstranéni
nezédoucich latek, které by mohly inhibovat PCR a magnetické Castice jsou odseparovany
pomoci magnetického separdtoru. Schéma pribéhu magnetické separace je znazornéno
na Obrazku 2. Adsorpci DNA na magnetické nosi¢e ovliviiuje délka molekuly DNA,
koncentrace pouzité soli, velikost a funkcionalizace castic a dalsi [46], [47], [48], [49], [50].

?_'_.f A
S NaCl - ;}/@.\ g‘%\

|| PEG NaCl g5 Q: &)
\\ i magneticka
DNA Castice komplex
DNA -magneticka
Castice

Obrdzek 1 Schématické zndzornéni adsorpce DNA na magnetické castice. Upraveno dle [51].
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Obrazek 2 Schéma pritbéhu magnetické separace DNA. Upraveno dle [52].
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2.4.1 Vlastnosti magnetickych ¢astic

Pfi vyuziti magnetickych materialti jsou duleZité jejich vlastnosti — magnetizace, struktura,
velikost, stupen polydisperzity a dalsi. Z praktického hlediska je nejvyhodnéjsi kulovy tvar
castic o mikrometrové velikosti. Magnetické Céstice jsou tvoieny anorganickym magnetickym
jadrem, ochrannym polymernim plastém a funk¢nim povrchem (Obrazek 3).

Magnetické ;

\
jadro 1 JV"ﬁ

Polymerni vrstva /\%
Organické raménko /’

Funk&ni molekula (ligand)

Obrazek 3 Stavba magnetického nosice. Prevzato z [21].

Magnetické jadro je obvykle tvofeno oxidy Zeleza magnetitem (Fe3Os4, FeO-FeoOz)
a maghemitem (y-Fe>O3). Nemaji tak dobré magnetické vlastnosti jako tfeba kobalt a nikl,
ale nejsou toxické. Magnetické jadro musi vykazovat paramagnetické vlastnosti diky kterym
Vv ptitomnosti vn¢j§iho magnetického pole vykazuje magnetické vlastnosti. Povrch astic je
Z polymerniho materidlu a jeho tkolem je stabilizace Castic, ochrana jadra pfed interakcemi
S analytem a funkcionalizace povrchu. BéZzn€ vyuZivanymi povrchovymi materialy jsou
polyethylenglykol (PEG), poly-L-mlééné kyseliny (PLA), oxid kiemicity (SiO2)
nebo polysacharidy. Povrchové materialy jsou diamagnetické a mohou byt funkcionalizovany.
Vhodny funkéni povrch zajistuje navazani cilové molekuly na magnetické Castice. Mezi
funk¢ni skupiny patii aminové, karboxylové, ale také aldehydové a thiolové skupiny [50], [53],
[54], [55], [56]. Vyuzivané funk¢ni skupiny a jejich vlastnosti jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1 Prrehled funkcnich skupin. Prevzato z [55].

Funkéni .
toent Vzorec Vlastnosti Cilové biomolekuly
skupina
-NH> Pozitivne nabité. Tvoii amidové vazb . Kleové
Aminové ‘NHR ozitivne nabite. 1vori amidove vazby proteiny, n_u eove
s -COOH. kyseliny
-NHR?

Negativné nabité. Tvorba amidové

K lova | - H rotein
arboxylové | -COO vazby s -NH; a esterové s -OH. proteiny
Aldehydova | -CHO Tvorba imidové vazby s -NH,. proteiny
Thiolova SH Tvorba dis?}ﬁ?ickych ml"%stkﬁ _(-S-S-) proteiny ol?sahujici
s dal§imi -SH skupinami. cystin
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2.4.1.1 Priprava magnetickych cdstic

Pro piipravu magnetickych ¢astic bylo vyvinuto mnoho technik naptiklad srazeni reaktantt,
termicky rozklad, chemicka redukce v roztoku, syntéza aerosolu, hydrotermélni syntéza,
chemické napafovani a dalsi. Zadny zptisob v§ak neni univerzalni pro viechny typy &astic [57],
[58].

2.5 Polymerazova retézova reakce

Zkratka PCR pochazi z anglického piekladu Polymerase Chain Reaction. Tato metoda byla
jako laboratorni technika koncipovana Karry Mullisem v roce 1983 (Nobelova cena za chemii),
a poté automatizovdna pro rutinni vyuzivani v laboratofich po celém svété. Diky citlivosti
a specifit¢ ma v dnesni dobé Siroké vyuziti nejen ve vyzkumu alékaiské diagnostice,
ale i v dalsich odvétvich, napiiklad pti kontrole potravin. PCR umoznuje amplifikaci
specifického useku DNA, pfi¢emz vyuziva obecnych ryst replikace.

2.5.1 Konven¢ni PCR

Konvenéni PCR probiha v termocykleru. Jejim principem je cyklicky se opakujici
enzymatickd syntéza urc¢itého useku DNA pomoci pfislusné termostabilni DNA polymerazy
v useku vymezeném kratkymi syntetickymi oligonbukleotidy (primery) [59], [60].

V zavislosti na teploté je cyklus sloZen ze ti opakujicich se krokd (Obrazek 4):

e V prvnim kroku je templat denaturovan pii teploté 94-97 °C. PoruSenim vodikovych
vazeb komplementarnich bazi dvouvlaknové DNA (dsDNA) dochazi k rozpleteni
nadva jednovldknové fetézce (ssDNA), na které mohou v dal§im kroku nasedat
primery.

e Reakéni smés je ochlazena na 50-65 °C a primery se piihybridizuji k oddélenym
fetézcim DNA na specifické sekvence. Vhodna teplota zavisi na zastoupeni A+T a G+C
pari a na délce oligonukleotidu.

e Ve tfetim kroku probihd elongace, tedy syntéza novych fetézcti DNA podle pivodniho
vlakna. Reakci katalyzuje termostabilni Tag DNA polymeraza, ktera umoziuje
vytvofeni pozadované kopie sekvence DNA pfi teploté 65-75 °C. DNA polymeraza
musi byt teplotné stabilni, jelikoz v prvnim kroku cyklu dochazi k denaturaci DNA
za vysoké teploty [59], [60], [61], [62].
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Obrdzek 4 Princip amplifikace v PCR. Prevzato z [63].

Tento cyklus se opakuje v zavislosti na mnozstvi piitomné DNA. Po 30 cyklech tak lze
exponencialné (2"; n = pocet cyklil) vytvofit az 10° Kopii vybraného useku. Optimélni pocet
cykll zavisi na kvalité polymerazy a koncentraci templatové DNA — obvykle 25-35 cykla.
Vyslednym produktem jsou amplikony definované délky o velikosti obvykle 100—1 000 part
bazi (bp). Piitomnost amplikonti ve smési byva nejcastéji dokazovana agar6zovou gelovou
elektroforézou, kde dochazi k separaci fragmenti DNA na zdklad€ velikosti a néaboje
(kvalitativni stanoveni). Vizualizace probiha v UV svétle po interakci s chemickymi latkami
(naptiklad ethidium bromidem nebo dal§imi interkalujicimi barvivy) [9], [59], [61], [64].

2.5.1.1 Komponenty pro p¥ipravu PCR smési

Reakéni smés pro PCR ma obvykle objem 25-100 ul. Ke spravnému pribéhu reakce je
nutna piitomnost téchto komponent:

e Voda pro PCR se vyuziva k doplnéni PCR smési na pozadovany objem. Nesmi
obsahovat specifické ionty, organické latky a musi byt sterilni. Nejvhodnéjsi je voda
pro injekce CSL 4.

e PCR pufr je vyuzivan k vytvotreni spravného pH prostiedi pro DNA polymerazu.
Do pufru jsou ptidavany Mg?* ionty, které jsou kofaktorem DNA polymerazy, ovliviiuji
specifitu 1 vytéZzek PCR a udrzuji enzymatickou aktivitu DNA polymerazy. Koncentrace
Mg?* iontll je pro kazdé primery jina, proto je obvykle dodavana vyrobcem spole¢né
s polymerazou. PCR pufr obvykle obsahuje 10 mM Tris-HCI (pH 8,3-8,8), 50 mM KClI
a 1,5 mM MgCl..

e 2’-deoxynukleosid-5’-trifosfaty (ANTP) jsou smeési vSech ¢tyi deoxyribonukleotid
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), které slouzi jako stavebni kameny pro syntézu nového
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fetézce DNA. Optimalni koncentrace je 200 uM. Vysoka koncentrace plisobi inhibicné,
jelikoz vyvazuje hotecnaté ionty.

e Primery jsou kratké synteticky pripravené oligonukleotidy komplementarni
k sekvencim ohrani¢ujicim amplifikovany usek DNA templatu. Teplota tani primert
by méla byt piiblizné stejna a pohybuje se v rozmezi 55-80 °C v zavislosti na délce
oligonukleotidového fetézce a obsahu GC. Pti této teploté dochazi k pripojeni primert
k DNA templatu. Primery nejcastéji obsahuji 40-60 % G+C pard a 18-30 nukleotida.
Optimalni koncentrace jednoho primeru v reakci je 0,1-0,6 uM.

e Termostabilni DNA polymeraza je enzym, ktery syntetizuje novou DNA ve sméru
5" — 3’ podle sekvence nukleotidi v DNA templatu od 3" konce primeru.

e Templat (DNA matrice) je makromolekula DNA, podle které jsou komplementarné
syntetizovany nové fetézce DNA. Obsahuje cilova mista pro primery. Amplifikovana
byva i ne ptilis ¢ista DNA [59], [61], [64], [65].

2.5.2 PCRVrealném c¢ase

PCR v realném case je metoda zalozena na konven¢ni PCR. Reakce probiha ve specialnim
termocykleru, ktery umoziuje méfeni fluorescence. Jelikoz je zde mimo kvality mozZnost
stanovit i1 kvantitu, je tato metoda oznacovéna jako kvantitativni PCR (qPCR). Hlavni rozdil
spociva v tom, ze po skonCeni konvencni PCR jsou produkty detegovéany elektroforeticky,
zatimco real-time PCR umoznuje sledovani mnozstvi amplikond v kazdém cyklu v prubéhu
reakce pomoci fluorescenénich latek — fluorescen¢nich barviv, primerd nebo sond. Intenzita
fluorescenéniho signalu se méii v kazdém cyklu PCR a je pfimo umérna mnozstvi amplikont
ptritomnych v reak¢ni smési [14], [50], [60], [66], [67].

Interkala¢ni barvivo SYBR Green I se vaze do malého Zzlabku dvoufetézcové DNA
a se zvySujicim se mnozstvim amplikond roste i mnozstvi barviva. Vazba neni sekvencéné
specifickd a SYBR Green | se vaZze i na nespecifické produkty PCR nebo dimery primerd.
Fluorescen¢né znacené sondy jsou jednofetézcové DNA o délce asi 30 bazi a jsou
komplementarni k té ¢asti templatové DNA, ktera se nachazi mezi primery, a maji vyssi
hodnotu teploty tani (Tm) asi 0 10 °C, neZ je Tm primert. Na jednom konci sondy (5° konec) je
navazan fluorochrom a na druhém (3" konec) zhase¢ pohlcujici fluorescenci. Zhase¢ je
Vv blizkosti fluorochromu a diky tomu pohlcuje fluorescenci emitovanou fluorescencni latkou.
Béhem amplifikace dochéazi k odbourani sondy aktivitou specifické Tag DNA polymerazy.
Kdyz dojde k odbourani sondy, nedochazi jiz ke zhaseni fluorescenéniho barviva, ale k emisi
fluorescence. Sondy detegu;ji vyhradné specifické produkty, ale jsou drahé a jejich optimalizace
je komplikovana. Fluorescen¢né znacené primery funguji na podobném principu jako
fluorescen¢né znacené sondy [14], [60], [66], [67].

Kvantifikace se provadi matematickou analyzou tzv. amplifika¢nich k#ivek vzniklych
vynesenim namétené fluorescence proti poradovému Ccislu pfislusného cyklu. Kiivky jsou
amplifika¢ni kiivky je Ct (,,threshold cycle®). Tato hodnota odpovida cyklu, pii kterém byla
prekrocena méfitelna fluorescence od pozadi. Hodnota C; je zafazena do exponencialni faze
a plati, ze ¢im vys$i je pocatecni koncentrace templatu v reakéni smési, tim diive je detegovana
zvysujici se fluorescence produktu, a tim nizsi je hodnota Ct produktu. [14], [60], [68], [67].
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Metoda absolutni kvantifikace se odviji od linearniho vztahu mezi logaritmem vychoziho
poctu templatovych kopii No a hodnotou C; piislusné amplifika¢ni k¥ivky a umoziiuje piimé
stanoveni vychoziho poctu kopii cilové DNA. Vychozi koncentraci miizeme zjistit porovnanim
s kalibra¢ni piimkou, kterou ziskame amplifikaci série standardii o zndmé koncentraci DNA
[69].

2.5.3 Inhibitory PCR

PCR je citliva metoda, ktera vyzaduje praci ve sterilnim prostfedi [59]. DNA izolovana
z realnych vzorkii muize obsahovat inhibitory PCR. Jejich pfitomnost ovliviiuje citlivost
metody, piipadn¢ mize zpusobit falesné negativni vysledky. Mechanismus ptisobeni inhibitord
je razny. Mohou se adsorbovat ze stény nadob, ve kterych probiha extrakce DNA, reaguji
s nukleovymi kyselinami a ovliviiuji enzymatickou funkci nebo degraduji DNA polymerazu
[70], [71].

Inhibitory jsou chemické latky rizné povahy. Typickym ptikladem anorganickych latek jsou
ionty vapniku, ale vétSina znamych inhibitort jsou organické slouceniny (napiiklad zlu¢ové
soli, mocovina, ethanol, huminové kyseliny a dalsi (Tabulka 2)) [70]. Jejich pfitomnost je dana
bud’ povahou vzorku nebo mohou byt do PCR smési pteneseny béhem zpracovani a manipulace
se vzorkem. Jedna urcita matrice mtize obsahovat mnoho rtznych inhibi¢nich latek a stejné
inhibitory miizeme najit v mnoha rtiznych matricich. Pfitomnost inhibitorti lze eliminovat
vybérem vhodné metody izolace DNA, pifipadné fedénim, ¢imz se ale snizi koncentrace DNA
a muze dojit ke snizeni citlivosti PCR. Pro odstranéni inhibitortt béhem ptipravy vzorkt bylo

vyvinuto nékolik postuptl, nicméné v komplexnich vzorcich nelze zarucit jejich nepfitomnost
[37], [72], [73].

Tabulka 2 Seznam nékterych inhibitorii PCR a moznosti jejich eliminace. Prevzato z [37].

Inhibitory Minimalizace inhibice
CTAB Promyti 70% ethanolem.
EDTA Snizeni koncentrace EDTA nebo Tris-HCI.
Ethanol Vysuseni vzorku a resuspendace.
Tuky Ptidavek lipadzy nebo hexanu. Pripadné pouZiti chloroformové extrakce.
Isopropanol VysuSeni vzorku a resuspendace.
Fenol Pouziti PVP, PVP/acetatu amonného.
Polysacharidy CTAB roztok a extrakce chloroformem.
Proteiny SDS, CTAB, proteindza K
SDS Promyti 70% ethanolem.
Octan sodny Promyti 70% ethanolem.
NaCl Promyti 70% ethanolem.
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3 CIL PRACE

Cilem prace bylo testovat vyuziti magnetickych mikro- a nanocastic pro izolaci DNA
Vv kvalit¢ vhodné pro PCR z tepeln€ upravenych potravinovych vyrobkt pro déti. Celkem bylo
analyzovano 6 vyrobkl pro déti a zelenina a ovoce (5 druht), které byly pouzity pro jejich
ptipravu. K tomu bylo testovano:
e Piiprava homogenati a izolace DNA pomoci magnetickych mikro- a nanocastic
z vybrané zeleniny, ovoce a z potravinovych vyrobki pro déti.
e Srovnani separace magnetickych mikro- a nanoc¢astic s navazanou DNA s vyuzitim
magnetického separatoru a magnetické jehly.
e Amplifikace izolované DNA z vyrobku pro détskou vyzivu pomoci PCR.
e Prikaz specifity produktt PCR.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material
4.1.1 Rostlinny material

K izolaci rostlinné DNA byla pouzita zelenina a ovoce vypestované na zahradce, ptipadné
zakoupené v bézné komercni siti. Izolace byla provedena z kotene mrkve (Daucus carota)
a duziny plodu hrusky (Pyrus communis), plodu jablka (Malum domestica), plodu citronu
(Citrus limon) a plodu manga (Mangifera indica). Vzorky byly skladovany pii 8 °C.

4.1.2 Vyrobky

Kizolaci DNA z vyrobkii byly pouzity potravinové vyrobky pro déti bézné¢ dostupné
a zakoupené v komer¢ni siti: Hami prvni mrkvi¢ka, dmBio hruska, mrkev, jablko; Nestlé
ovocna kapsicka; Hamanek Svacinka s merunikami; Hello ovocna presnidavka s jablky a Hello
ovocna presnidavka s mangem (Obrazek 5). Slozeni a popis vSech pouzitych vyrobka jsou

Ble fufrot mand®/
Abple morot manto

Hamdnek

Svacinka

ovocnd
resnidiVkepy

Obrazek 5 Hami — Prvni Mrkvicka, dmBio hruska, mrkev, jablko; Nestlé ovocni kapsicka; Hamdnek
svacinka s merunikami; Hello ovocna presnidavka s jablky,; Hello ovocna presnidavka s mangem.
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Tabulka 3 Pouzité potravinové vyrobky pro deéti, jejich popis a slozeni

Nazev vyrobku

Popis

SloZeni vyrobku

Hami prvni
mrkvicka

Zelenina vatena v pare,
bez ptidané soli. Bez lepku.

Mrkev 90 %, voda.

dmBio hruska,
mrkev, jablko

Ovocno-mrkvovy piikrm v sacku
od 1. roku véku ditéte. Uréeno
pro zvlastni vyzivu kojencti
a malych déti. Neobsahuje lepek.
Bez ptidavku: cukru, mléka,
mléénych slozek a zahust'ujicich
latek. Sterilovano.

Jable¢né pyré 60 %, hruskové
pyré 20 %, mrkvové pyré
20 %, koncentrat citronové
Stavy z biologického
zemédé€lstvi. Obsahuje
ptirozené se vyskytujici cukr.

Nestlé ovocna
kapsicka

Ovocno-zeleninova presnidavka.
Pasterovana. Od ukonceni
6. mésice. Bez ptidavku cukrt.
Bez konzervantd. Bez lepku.

Jable¢né pyré 49,9 %, mrkvové
pyré 30 %, pyré z manga 20 %
Z koncentratu, citronova St'ava
Z koncentratu, vitamin C.
Obsahuje prirozené se
vyskytujici cukry.

Hamanek
4 Svacdinka
S merunkami

Zpracovan¢ ovoce. Ovocné
protlaky — smési, neslazené.
Bez pfidaného cukru. Ovocny
piikrm od dokonceného 4. mésice.
Sterilovano. Bez lepku.

Jablka 80 % hm., merunky
20 % hm., antioxidant kyselina
askorbova. Ve 100 g vyrobku

je obsazeno 12 g ptirodnich
sladidel.

Hello ovocna
5 presnidavka
s jablky

Zpracované ovoce. Ovocny
protlak jednodruhovy slazeny.
Piikrm je ur€eny pro déti
od dokonceného 4. mésice.
Sterilovano. Neobsahuje lepek.

Jable¢na dren 85 % hm., voda,
cukr, modifikovany skrob
E 1422, antioxidant: kyselina
askorbova, vitamin C.

Hello ovocna
6 presnidavka
s mangem

Zpracované ovoce. Ovocny
protlak smiSeny slazeny. Pfikrm je
urceny pro déti od dokonceného
8. mésice. Sterilovano.
Neobsahuje lepek.

Ovoce 85 % hm. (jablecna dien
52 % hm., mangova dien 33 %
hm.), voda, cukr,
modifikovany skrob E 1422,
antioxidant: kyselina
askorbova, vitamin C.
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4.1.3 Chemikalie

Vsechny chemikalie byly Cistoty p.a. a pochazely z béznych komer¢nich zdrojt.
e Ethanol (Penta, Chrudim)
e Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
e Chloroform (PENTA, Praha, CR)
e Kyselina boritd (PENTA, Praha, CR)
e Kyselina chlorovodikova (PENTA, Praha, CR)
e Cetyl triethylamonium bromid (CTAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e [-merkaptoethanol (2-ME) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)
e Chlorid sodny (PENTA, Praha, CR)
e Polyethylenglykol 6 000 (PEG 6 000) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Isopropanol (PENTA, Praha, CR)
e Octan sodny 3M (PENTA, Praha, CR)
e Polyethylenglykol 6 000 (PEG 6 000) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e DNA Nicotiana tabacum (RNDr. A. Kovaiik, CSc.)
e DNA Lactobacilus casei (doc. RNDr. A. Spanova, CSc.)
e DNA Brasica oleracea (RNDr. A. Kovatik, CSc)
e Agardza pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)
e Midori Green Advanced DNA Stain (E. coli, Bratislava, SR)
e Nanaseci pufr Yellow load (Top-Bio, Praha, CR)
e DNA standard 100 bp zebii¢ek (Malamité, Moravské Prusy, CR)
e Ethidium bromide 5 ng/ml (Top-Bio, Praha, CR)

4.1.4 Magnetické ¢astice

Pro praci byly pouzity magnetické mikrocastice PGMA a magnetické nanocastice PLL,
syntetizované Ing. D. Hordkem, CSc. na Ustavu makromolekularni chemie AV CR, v.v.i.
Vv Praze. Vlastnosti nosi¢u jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4 Vlastnosti magnetickych polymernich mikrocastic PGMA a magnetickych nanocastic PLL

Polymer | c [mg/ml] | Fe [% hm] Prunae:;nl;osme PDI Funkcionalizace
PGMA 2 5,36 0,7 1,16 | 0,67 -COOH [mM/g]
PLL/F79 0,2 4 0,007 0,52 poly(L-lysine)

PGMA — polyglycidyl methakrylat, PLL — poly(L-lysine), PDI — index polydisperzity (pomer
hmotnosti a poctu nosicu o priimerné velikosti)
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Komponenty pro PCR

Voda pro PCR (Top-Bio, Praha, CR)

10x koncentrovany PCR Blue Buffer kompletni (Top-Bio, Praha, CR)

PCR pufr kompletni (Top-Bio, Praha, CR)

Primery: 18S_for, 5,8S_rev, ZD for, ZD_rev, 26S_for, 26S_rev (GENERI BIOTECH,
Hradec Kralové, CR) — Tabulka 5

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Top-Bio, Praha, CR)

Smés dNTP (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

Taq polymeraza 5 U/ul (Top-Bio, Praha, CR)

Taq polymeraza 1.1 (1 U/ul) (Top-Bio, Praha, CR)

LA polymeraza 5 U/ul (Top-Bio, Praha, CR)

Tabulka 5 Pouzité primery 18S for, 5,8S_rev, ZD_for, ZD_rev, 26S_for, 26S_rev.

Specificks Velikost
ppé; Primer Sekvence 5°-3° produktu | Citace
PCR [bp]
GCG CTACACTGATGT ATTCAAC
18S_for GAG
700 74
CGCAACTTGCGTTCAAAGACTC [74]
5,8S rev
GA
Rostlinna 7D for RNDr. A. Kovatik, CSc. nepublikované
DNA - vysledky 350
RNDr. A. Kovatik, CSc. nepublikované
ZD_rev ,
- vysledky
26S for | GAATTC ACCCAAGTGTTGGGAT 220 [74]
26S_rev AGA GGC GTT CAGTCATAATC
4.1.6 Pristroje a pomucky

Centrifuga MINI Spin 14 500 ot/min (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Centrifuga Spectafuge Mini (Labnet Int., New Jersey, USA)

Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)

Magneticky separator Dyna Mag (Invitrogen, Oslo, Norsko)

Mikropipety Discovery HTL, objem 10, 20, 200 a 1 000 ul (PZ HTL, Varsava, Polsko)
Mikrovlnna trouba SMW 2 320 (Sencor, CR)

Spektrofotometr NanoDrop 2 000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA)
Termostat BT 120 (Praha, CR)

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

Thermocycler Minicycler ™ (BIO-RAD Lab, USA)

Transiluminator TVR 3 121 (Spectroline, Albany, USA)

Zatizeni pro elektroforézu Easy (Owl Scientific, USA)

Zdroj el. napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet Int., Woodbridge, USA)
Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Bézné laboratorni sklo, pomiicky (kopisty, skalpel, bunicina), Spicky z umélé hmoty
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4.1.7 Roztoky

Vétsina roztokn byla pfipravena dle navodt z Analyzy vybranych druhti bakterii mlé¢ného

kvaseni pomoci metod molekularni biologie [59].

4.1.7.1 Roztoky pro izolaci a purifikaci rostlinné DNA

0,5M EDTA, pH 8,0 — 186,1 g EDTA bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody
za soucasné¢ho zahtivani na 68 °C. pH bylo upraveno na 8,0, roztok byl doplnén
destilovanou vodou na objem 1 1 a sterilizovan v autoklavu (121 °C/20 min).

1 M Tris-HCI, pH 7,8 — 120,1 g Tris-baze se rozpustilo v 70 ml destilované vody a pH
bylo upraveno na 7,8. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem 100 ml
a sterilizovan (121 °C/20 min).

TE pufr, pH 7,8 — roztok byl piipraven steriln¢ z 1 ml zasobniho roztoku 1 M Tris-HCI
(pH 7,8), 200 pl zasobniho roztoku 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98,8 ml destilované vody.

Smés chloroform-oktanol — roztoky chloroformu a oktanolu byly smichany v poméru
24:1.

70% ethanol — bylo smichano 70 ml 96% ethanolu s 26 ml destilované vody.

Roztok NaCl (5 M) — Navazka 87,66 g NaCl byla rozpusténa v 300 ml destilované
vody.

Roztok 40% PEG 6 000 — navazka 40 g PEG 6 000 byla rozpusténa v 60 ml destilované
vody. Objem byl doplnén na 100 ml destilovanou vodou.

Lyzacni roztok CTAB 3% — 1,6 g cetyl triethylamonium bromidu byl rozpustén v 10 ml
0,5M Tris-HCI (pH 8,0), 16 ml 5M NaCl, 2ml 0,5M EDTA (pH 8,0) a 42 ml
destilované vody. Ptipraveno Dr. A. Kovaiikem, CSc.

4.1.7.2 Roztoky pro agarézovou gelovou elektroforézu
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0,5x koncentrovany TBE pufr —54 g Tris-baze a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpusténo
v 600 ml destilované vody. Poté bylo ptidano 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplnéno
destilovanou vodou do 11. Pfed pouzitim byl TBE pufr 10x vyfedén na vyslednou
koncentraci.

Agarozovy gel (1,2%) — 0,859 (1,2 g; 1,44 g; 1,68 g) agardzy byla rozvaieno v 70 ml
(100 ml; 120 ml; 140 ml) 0,5x koncentrovaného TBE pufru.

Nandseci pufr Yellow load (6x koncentrovany, obsahuje barvivo orange G) — roztok
byl pted pouzitim smichan se vzorkem DNA v poméru 1:5.

DNA standard, 100 bp Zebii¢ek — obsahuje fragmenty délky 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1 000, 1 200 a 1 500 bp.

Barvici lazeri — 100 pl roztoku ethidiumbromidu (2,5 mg/ml) bylo ziedéno 500 ml
destilované vody.



4.2 Metody
4.2.1 Priprava vzorku pro analyzu
4.2.1.1 Rostlinny materidal

Rostlinny material (mrkev, hruska, jablko, citron, mango) byl ocistén a otfen ethanolem,
sterilnim skalpelem nakrajen na malé kousky a do 1,5 ml Eppendorfovych zkumavek bylo
navazeno 0,1-0,59g (mrkev) a 0,2 g (mrkev, hruska, jablko, citron, mango). Vzorky byly
obvykle navazeny ve dvou, ¢tyfech nebo osmi opakovanich.

4.2.1.2 Vyrobky

Do 2 ml Eppendorfovych zkumavek bylo napipetovano a odvazeno 0,5 g vyrobku ve ¢tyfech
nebo v Sesti opakovanich.

4.2.2 Priprava homogenatii
4.2.2.1 Homogenizace lyzacnim roztokem s CTAB a merkaptoethanolem

K rostlinnému materialu bylo pfidino 500 ul 3% lyza¢niho roztoku CTAB a 2 ul
merkaptoethanolu (2-ME). Ve vymrazeném termobloku byla provedena homogenizace pomoci
kopistu. Smési byly dany inkubovat na 30 minut pii 60 °C, poté byly promichany
a centrifugovany 5 minut pti 14 500 ot/min. Po separaci byl z kazdé smési odebran supernatant
pro izolaci DNA magnetickymi ¢asticemi a uschovan pfi teploté —20 °C.

4.2.2.2 P#idavek chloroform-oktanolu

Dle postupu v kapitole 4.2.2.1 bylo po inkubaci k 500 pl 3% lyza¢niho roztoku CTAB a2 ul
merkaptoethanolu pfidano 500 pl chloroform-oktanolu (24:1). Smési byly homogenizovany
2 minuty pfi laboratorni teploté a centrifugovany 5 minut pti 14 500 ot/min. Poté byl odebran
supernatant pro izolaci DNA magnetickymi ¢asticemi nebo magnetickou jehlou a uschovan
pfi teploté —20 °C.

v o wvew

4.2.2.3 Precisténi isopropanolem

Dle postupu v kapitole 4.2.2.2 byla po pifidavku 500 ul chloroform-oktanolu (24:1)
a centrifugaci pti 14 500 ot/min 5 minut odebrana vodna faze s DNA, ke které bylo pfidano 0,6
objemu isopropanolu. Smés byla promichana a ponechana 5 minut inkubovat pii laboratorni
teploté a poté byla centrifugovana 10 minut pii 14 500 ot/min. Nasledné byl slit supernatant,
sediment DNA promyt 500 ul 70% ethanolu a smés byla centrifugovana 5 minut
pti 14 500 ot/min. Opét byl slit Supernatant, sediment vysusen V exsikatoru a rozpus$tén
ve 100 pl TE pufru (pH 7,8). DNA byla pouzita jako matrice pro PCR, pfipadné ponechana
pro izolaci DNA magnetickymi ¢asticemi a uschovana pfi teploté —20 °C.
4.2.3 lzolace DNA pomoci magnetickych mikro- a nano¢astic

Kizolaci rostlinné DNA byly pouzity magnetické mikrocastice PGMA o koncentraci
2 mg/ml a magnetické nanocastice PLL o koncentraci 0,2 mg/ml. Byly pfipraveny separacni
smési, jejichz presné slozeni a poradi pfidani komponent je uvedeno v Tabulce 6. Vysledna

koncentrace PEG 6 000 byla 16% a vysledna koncentrace NaCl byla 1,5 M. Smési byly
ponechany inkubovat 15 minut pfi laboratorni teploté.
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Tabulka 6 Komponenty na pripravu separacnich smési pro izolaci DNA.

Komponenta 0,1-0,4 g rostlinného materialu
1 NaCl (5 M) 150
2 Lyzat bun¢k (DNA) 100
3 PEG 6 000 (40%) 200
4 magnetické Castice 50
Vysledny objem (pul) 500

4.2.3.1 Separace castic pomoci magnetického separdtoru

Po inkubaci prob¢hla separace ¢astic s navazanou DNA pomoci magnetického separatoru
5 minut a byl odebran supernatant. Magnetické ¢astice s navazanou DNA byly promyty 500 ul
70% ethanolu a opét separovany magnetem 5 minut. Po odebrani supernatantu byly
Eppendorfovy zkumavky vysuSeny pii laboratorni teplot¢ a DNA z magnetickych Céstic
eluovana do 100 pl TE pufru po dobu 15 minut pti laboratorni teploté. Poté byly magnetické
Castice odseparovany a DNA byla uschovana pii teploté —20 °C.

4.2.3.2 Separace castic pomoci magnetické jehly

Po inkubaci probéhla separace Castic s navazanou DNA magnetickou jehlou. Magnetické
Castice s navazanou DNA byly odseparovany nejprve do 500 ul 70% ethanolu (promyti),
a poté do 100 ul TE pufru. Eluce DNA probihala 15 minut pfi laboratorni teploté a DNA byla
uschovéna pii teploté —20 °C.

4.2.4 Zakoncentrovani izolované DNA

Ke 400 ul DNA bylo pfidano 20 pl 3 M octanu sodného a 1 ml 96% ethanolu vychlazeného
na —20 °C. DNA byla srazena pii —20 °C asi 15 minut a smés poté centrifugovana 10 minut
pii 14 500 ot/min. Supernatant byl opatrné slit, sediment vysuSen v exsikatoru asi 10 minut
a DNA byla rozpusténa v 50 ul TE pufru.

4.2.5 Stanoveni koncentrace a ¢istoty izolované DNA

Na spektrofotometru NanoDrop 2 000 byla méfena absorbance pii vinovych délkach 230—
320 nm. Byla odectena hodnota poméru absorbance pii vlnovych délkach 260 nm/280 nm
a 260 nm/230 nm. Z hodnoty absorbance Azsonm byla vypoctena koncentrace DNA a z poméra
hodnot Az60 nm/A280 nm @ A260 nm/A230 nm byla urcena Cistota vzorku DNA.

Cocka byla 2x ogi§téna destilovanou vodou (2x 2 pl) a na o¢isténou docku byly naneseny
2 ul TE pufru jako blank, poté byly postupné nanaseny 2 ul fadné promichanych vzorki DNA.
Po provedeni méfeni byla ¢ocka pfistroje opét ocisténa 2x destilovanou vodou (2x 2 ul).

4.2.6 Ovéreni kvality izolované DNA metodou PCR

Izolovana DNA nefedéna (u nékterych vzorkt i 10x fedéna a 100x fedéna) byla pouzita
na PCR. Jednotlivé slozky PCR smési byly nejprve dobie promichany a centrifugovany,
a poté byla pfipravena smés Master Mix pro poc¢et vzorkt 0 jeden vétsi. Komponenty byly
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michany v mnozstvi a potadi dle Tabulky 7. Smési pro PCR se lisily mnozstvim a typem

primerd a polymerazy.
Byla pfipravena negativni kontrola, kde misto 2 pl matrice byly pouzity 2 ul vody pro PCR
a pro pozitivni kontrolu byla pouzita DNA bud’ N. tabacum nebo B. oleracea (1 ng/ul).
Nasledn¢ byla provedena polymerazova ietézcova reakce dle programt uvedenych
v Tabulkach 8 a 9. V Tabulce 10 jsou uvedeny teploty hybridizace testované v programech
ZDGRA a ZD21. Produkty PCR byly detegovany pomoci agar6zové gelové elektroforézy.

Tabulka 7 Komponenty na pripravu PCR smési (1-1V) pro konvencni PCR

Komponenta I 1 i v
IX[pl] | Ix[pd] 1X [p] 1X [p]
1 Voda pro PCR 16,5 17,5 18,8 18,1
2 Reakéni pufr kompletni 2,5 2,5 2,5 2,5
3 DMSO — — — 0,5
4 Primer 1 1,0 0,5 0,5 0,5
5 Primer 2 1,0 0,5 0,5 0,5
6 Smeés dNTP 1,0 1,0 0,5 0,5
7 DNA Tag polymeraza 1.1 1,0 1,0 — —
8 DNA Tag polymeraza 5 U — — 0,2 —
9 LA polymeraza 5 U — — — 0,4
10 DNA templat 2 2 2 2
Vysledny objem (ul) 25 25 25 25
Tabulka 8 Programy PCR
Program 700 ROST 52 ROST 220R0O40
Krok T [°C] t [s] T [°C] t [s] T [°C] t [s]
g | Pocatecni 95 300 05 600 95 300
denaturace
2 Denaturace 95 40 95 40 95 40
g | Hybridizace 57 40 52 40 57 40
primeru
4 | Syntéza DNA 72 80 72 80 72 80
34x 34x 39x
o opakovat opakovat opakovat
> Opakovani oz kroku oz kroku oz kroku
¢.2 ¢. 2 ¢.2
6 | Posledni cyklus 72 600 72 600 72 600
7 Chlazeni 10 o0 10 o0 10 o0
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Tabulka 9 Programy PCR 11

Program ZDGRA ZD21 350 ROST
Krok T [°C] T [°C] T [°C] t [s]
1 Pocate¢ni denaturace 94 94 94 600
2 Denaturace 94 94 94 30
3 Hybridizace primert 50-60 50-70 60 30
4 Syntéza DNA 72 72 72 30
L 5 34x opakovat
5 Opakovani 29x opakovat od kroku ¢. 2 od kroku &. 2
6 Posledni cyklus 72 72 72 300
7 Chlazeni 10 10 10 o
Tabulka 10 Teploty hybridizace testované v programech ZDGRA a ZD21 (gradienty).
ZDGRA ZD21
Komiirka ¢. | Mnozstvi DNA* [ng] / PCR smés
T [°C] T [°C]

1 50,0 50,0

2 50,3 50,5

3 50,9 51,7

4 51,7 53,2

5 52,8 55,5

6 5 54,3 58,4

7 56,0 61,8

8 57,4 64,6

9 58,5 66,8

10 59,3 68,4

11 59,8 69,6

12 60,0 70,0

*Jako DNA matrice byla pouzita DNA N. tabacum 1 ng/ul, B. oleracea 1 ng/ul a L. casei

1 ngl/ul.

4.2.7 Agaroézova gelova elektroforéza produkti PCR

Byl ptipraven 1,2% agar6zovy gel (0,48 g agarozy a 40 ml 0,5x TBE pufru, 0,85 g agarozy
a 70 ml 0,5x TBE pufru, 1,2 g a 100 ml 0,5x TBE pufru, 1,44 g agarozy a 120 ml 0,5x TBE
pufru nebo 1,68 g agardzy a 140 ml 0,5x TBE pufru). Po zchladnuti byl do gelu pfimichan 1 pl
fluorescen¢niho barviva Midori Green Advanced DNA Stain. Gel byl nalit do elektroforetické
vanicky s hfebinkem, ponechan 30 minut tuhnout, a poté byl hiebinek opatrné vyjmut. Vzorky
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byly do komurek nanaSeny spolu s nanasecim pufrem. Kazdych 25 ul PCR produkti bylo
smichano s 5 pl nanaseciho pufru a do komarek na ztuhlém gelu bylo naneseno celych 30 pl
této smesi. Poté byl gel opatrné vlozen do elektroforetické vany, zalit 0,5x TBE pufrem
asi 5 mm nad povrch gelu a zapojen zdroj tak, aby zaporné nabita DNA migrovala od katody
k anodé.
Podminky gelové elektroforézy byly nastaveny podle velikosti pouzité vany:

e mala vana pii 60 V asi 1,5 hodiny a pi 70 V asi 1 hodinu 15 minut,

e stiedni vana pii 60 V asi 2 hodiny a pii 70 V asi 1 hodinu a 45 minut,

e velka vana pii 60 V asi 2,5 hodiny a pti 70 V asi 2 hodiny a 15 minut.

Po skonceni elektroforézy byl gel dan na transiluminator a vyhodnocen v UV svétle
pii vinové délce A =305 nm. V piipad¢ potieby byl gel dobarvovan v roztoku ethidium
bromidu. Gel byl dokumentovan fotograficky pomoci fotoaparatu zabudovaném v mobilnim
telefonu Lenovo Vibe P1.

4.2.8 Restrikéni analyza produkti PCR

Produkty PCR byly $tépeny restriktazami Nlalll a ECORV. Komponenty pro restrikéni
Stépeni byly smichany v mnozstvi uvedeném v Tabulce 11. Reakce probihala pti 37 °C min.
2 hodiny. Produkty restrikéniho §tépeni byly smichany s 5 pl nanaseciho pufru a detegovany
pomoci agardzové gelové elektroforézy na 1,2% gelu.

Tabulka 11 Komponenty pro restrikcni analyzu PCR produktii

Komponenta Ix [ul]
1 Produkt PCR 5
2 Restrikéni pufr 2
3 Voda pro PCR 12,5
4 Restrikéni enzym 0,5
Vysledny objem (ul) 20

4.2.9 Bioinformacni analyza

Se sekvenci amplikonu ziskanou od RNDr. Kovaiika, CSc. byla provedena RFLP
(restriction fragment length polymorphism), kterd probihala v programu Nebcutter V2.0
(http://nc2.neb.com/NEBcutter?/) in silico. Sekvence byla zkopirovana do okna a piikazem
search restriction size byly nalezeny vhodné restrikéni endonukleazy §tépici fragment DNA
v oblasti ITS1, kterd je variabilni, diky ¢emuz mlzeme na zéklad¢ Stépenych produktii
identifikovat DNA.
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5 VYSLEDKY

5.1 lzolace DNA z kofene mrkve magnetickymi mikroc¢asticemi PGMA

Byly ptipraveny vzorky pro analyzu z rizného mnozstvi kotene mrkve dle kapitoly 4.2.1.1
(019,029, 0,39 a0,4Q9), kazdy ve ctyfech opakovanich. Pfiprava vzorku a homogenizace
kopistem jsou uvedeny na Obrazku 6.

Obrazek 6 Priprava rostlinného materialu — nakrdajeni korene mrkve na malé kousky skalpelem

a homogenizace korene mrkve v roztoku s CTAB pomoci kopistu ve vymrazZeném termobloku.

Navazky byly homogenizovany 3% lyza¢nim roztokem s CTAB a 2 pl merkaptoethanolu
dle postupu v kapitole 4.2.2.1. Dva vzorky od kazdé hmotnosti byly homogenizovany 3%
lyzacnim roztokem s CTAB, 2 ul merkaptoethanolu a byly piedistovany piidavkem
chloroform-oktanolu dle postupu v kapitole 4.2.2.2. Po ptidavku chloroform-oktanolu a
centrifugaci doslo k odd¢€leni fazi — vodna faze s DNA, proteinova mezifaze a faze s CTAB
roztokem a chloroformem (Obrazek 7). Horni faze s DNA byla odebrana pro izolaci DNA
magnetickymi mikroéasticemi PGMA (2 mg/ml).

< vodna faze s DNA

proteinova mezifaze

chloroformova faze

s CTAB roztokem

Obrazek T Homogendt korene mrkve v CTAB roztoku 1) po inkubaci; 2) s pridavkem chloroform-
oktanolu, 3) oddéleni fazi po centrifugaci
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DNA byla izolovana dle kapitoly 4.2.3.1 a nasledna eluce DNA z magnetickych mikrocastic
PGMA prob¢hla do 100 ul TE pufru. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty
izolované DNA bylo provedeno dle kapitoly 4.2.5. Vysledky spektrofotometrického méteni
jsou uvedeny v Tabulce 12. Absorp¢ni spektra jsou uvedena na Obrazku 8.

Tabulka 12 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA izolované magnetickymi
mikrocasticemi PGMA (2 mg/ml) z homogenatii s CTAB pripravenychz0,1 ¢,0,2 g,0,3 ga 0,4 g mrkve.
Homogenaty byly pripraveny s pridavkem a bez pridavku chloroform-oktanolu (CHCIs-okt) ve dvou

opakovanich.
M mrkve | HOmMogenat s c MDNA
A 260 A2 | A 260280 | A 260230
[9] CTAB [ng/ul] [ng]
0,224 0,145 1,54 0,33 11,2 1120
S CHCIs-okt
01 0,086 0,058 1,49 4.3 430
’ 0,111 0,067 1,66 0,26 5,6 560
Bez CHCIs-okt
0,096 0,058 1,65 2,99 4.8 480
0,332 0,214 1,55 0,58 16,6 1660
S CHCI3-okt
0.2 0,195 0,124 1,57 0,53 9,8 980
' 0,131 0,081 1,62 0,26 6,6 660
Bez CHCI3z-okt
0,050 0,029 1,71 2,5 250
0,163 0,22 8,2 820
S CHCls-okt
0.3 0,149 0,091 1,63 0,59 7,4 740
’ 0,134 0,093 1,43 0,71 6,7 670
Bez CHCIs-okt
0,090 0,049 1,82 0,56 45 450
0,138 0,090 1,53 0,55 6,9 690
S CHCl3-okt
04 0,168 0,114 1,48 0,66 8,4 840
’ 0,131 0,094 1,40 0,72 6,6 660
Bez CHCI3z-okt
0,102 0,058 1,77 1,59 51 510
14 T
12
10 3N
E
04 - =
2o 230 240 280 2k h0 2k 2k w0 210 ) alo 3o

‘Wanelength (nm)

Obrazek 8 Absorpcni spektra DNA izolované z homogenatii S CTAB s pridavkem a bez pridavku
chloroform-oktanolu pripravenych z koiene mrkve (0,1 g, 0,29, 0,3 ¢, 0,4 g).
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Mnozstvi DNA izolované z homogenatt s CTAB pfipravenych z 0,1-0,4 g mrkve
bez pouziti chloroform-oktanolu se pohybovalo v rozmezi 2,5-6,7 ng/ul. Mnozstvi DNA
izolované z homogenati S CTAB pripravenych z 0,1-0,4 g mrkve s pouzitim chloroform-
oktanolu se pohybovalo v rozmezi 4,3-16,6 ng/ul. Nejvyssi mnozstvi DNA bylo izolovano
20,2 g kofene mrkve za pridavku chloroform-oktanolu. Absorp¢ni spektra a poméry
A260 nm/A280 nm @ A260 nm/A230 nm ukazuji, ze izolovana DNA je zneclisténa.

5.1.1 Ovéieni amplifikovatelnosti izolované DNA metodou PCR

DNA uvedena v Tabulce 12 byla pouzita jako matrice DNA pro PCR v mnozstvi 2 ul. PCR
byla provedena dle kapitoly 4.2.6. Byla pfipravena smes Master Mix pro 36 vzorkt (PCR smés
I, viz Tabulka 7). Produkty PCR o délce asi 700 bp byly detegovany pomoci agarézové gelové
elektroforézy na 1,2% gelu (Obrazek 9).

Obrazek 9 Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti asi 700 bp. Amplifikovana byla
neredena a 10x redénd DNA izolovand ve ctyrech opakovanich z homogendatii s CTAB a s pridavkem

nebo bez pridavku chloroform-oktanolu pripravenych z 0,1-0,4 g mrkve.

5 7 .8 910 11.12 13 14 1516 17 18 19 20. 21 22 23 24 25 26:27 28.29 30 3132 33 34 35 36 37383940

1 500 bp
1 000 bp
produkty PCR
500 bp
100 bp
Béh | MnoZstvi Homogenat s Redéni | MnoZstvi DNA Detekce

¢. | mrkve [g] CTAB DNA | [ng]/PCR smés | produktu PCR

1

2 NK —

3

4 22,4 ++

5 10x +

5 S CHCls-okt 86 -

7 10x +

8 01 11,2 ++

9 10x —

Bez CHCl3z-okt
10 ez CHClz-o 96 R
11 10x —

w
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Béh | MnozZstvi Homogenat s Redéni | MnoZstvi DNA Detekce
¢ | mrkve [g] CTAB DNA | [ng]/PCR smés | produktu PCR
12 33,2 +++
1 S CHClz-okt  —2
14 ’ 19,6
15

0.2 10x
16 13,2 —
17 10 —
Bez CHCls-okt X
18 5,0 +
19 10X —
20 | DNA standard 100 bp Zebiicek
21 16,4 +++
22 10x +
23 S CHCls-okt 128 ot
24 10X
0,3
25 13,4
26 10X i
Bez CHCl3z-0k
7 ez CHCls-okt 90 ~
28 10X -
29 13,8 ++
30 10X -
S CHCls-okt
31 16,8 ++
32 04 10x —
33 ' 13,2 -
34 10x —
Bez CHCl3z-0k
35 ez CHCls-okt 102 ~
36 10x —
37
38 PK —N. tabacum ) it
1 ng/ul
39
40

+, ++, +++ detekce produktu PCR o rizné intenzité; — produkt PCR nedetegovan;
NK — negativni kontrola; PK — pozitivni kontrola — N. tabacum 1 ng/ul

Pomérn¢ intenzitni produkty PCR byly detegovany po amplifikaci DNA izolované
z homogenati SCTAB z 0,1 g, 0,2 g a 0,3 g mrkve s piidavkem chloroform-oktanolu. Produkty
PCR ziskané po amplifikaci DNA izolované z 0,4 g mrkve a DNA izolovana z homogenati
s CTAB bez ptidavku chloroform-oktanolu byly niz$i intenzity nebo nebyly detegovany.
Pro dalsi postup byla vybrana navazka 0,2 g rostlinného materidlu a ptidavek chloroform-
oktanolu k homogenatu.
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5.2 lzolace DNA z ¢erstvé zeleniny a ovoce

5.2.1 lzolace DNA magnetickymi mikroc¢asticemi PGMA z homogenatu piefiSténych
isopropanolem

Vzorky zeleniny (mrkve) a ovoce (hrusky, jablka, citronu a manga) byly piipraveny
dle kapitoly 4.2.1.1 ve ¢tyfech opakovanich (a, b, ¢, d). Pro ptfipravu homogenatu bylo pouzito
0,2 g rost. materialu s pridavkem chloroform-oktanolu (4.2.2.2). Homogenaty byly dle kapitoly
4.2.2.3 precistény isopropanolem, DNA byla izolovana magnetickymi mikrocasticemi PGMA
(2 mg/ml) a eluovana do 100 ul TE pufru. Mikroc¢astice PGMA s navazanou DNA byly
separovany magnetickou jehlou (vzorky a, b) dle 4.2.3.2 a magnetickym separatorem (vzorky
c, d) dle 4.2.3.1. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA bylo
provedeno dle kapitoly 4.2.5. Hodnoty absorbanci a celkova mnozstvi izolované DNA jsou
uvedeny v Tabulce 13. Grafické znazornéni absorbanci je uvedeno na Obrazku 10. Dle kapitol
4.2.6 a 4.2.7 byla provedena polymerazova fetézova reakce (PCR smés Ill, viz Tabulka 7) a
agardzova gelova elektroforéza produktii PCR. Vysledky jsou uvedeny na Obrazku 11.

Tabulka 13 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cdistoty DNA izolované magnetickymi
mikrocasticemi PGMA 1z homogendati S CTAB za pridavku chloroform-oktanolu a precistenych
isopropanolem pripravenych z 0,2 g mrkve, hrusky, jablka, citronu a manga ve 4 opakovdnich (a,b,c,d).

Rostlinny | Zpusob separace A A A A c MDNA
material | magnetickych ¢astic 260 20| 6080 | 2601230 [ng/nl] | [ng]
] 1,162 0,865 | 1,34 | 1,49 58,1 | 5810
1,079 0,811 | 1,33 | 1,49 54,0 | 5400
Mrkev
S 0,163 0,108 | 151 | 1,14 8,2 820
0,267 0,182 | 1,47 | 1,20 134 | 1340
] 0,344 0,263 | 131 | 1,74 172 | 1720
0,731 0,536 | 1,36 | 1,42 36,5 | 3650
Hruska
S 0,281 0,192 | 146 | 1,19 14,1 | 1410
0,210 0,145 | 145 | 1,15 10,5 | 1050
] 0,797 0594 | 134 | 153 39,9 | 3990
0,629 0,467 | 1,35 | 1,58 31,4 | 3140
Jablko
s 0,271 0,191 | 141 | 1,11 13,5 1 350
0,255 0,176 | 1,44 | 1,15 12,7 1270
] 0,515 0,375 | 1,37 | 1,70 25,7 | 2570
Citron 1,205 0,899 | 1,34 | 1,45 60,3 | 6030
S 0,528 0,381 | 1,38 | 1,00 26,4 | 2640
0,191 1131 | 145 | 1,39 9,5 950
] 0,432 0,326 | 1,33 | 1,74 21,6 | 2160
0,378 0,279 | 1,36 | 1,88 18,9 | 1890
Mango
s 0,217 0,150 | 1,45 | 1,27 10,9 1090
0,408 0,299 | 1,36 | 1,32 20,4 | 2040

J — magneticka jehla; S — magneticky separator
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1.1 Jcitron d stajének
citran © Shojnesk

A0 Absorbance

Obrdzek 10 Absorpcni spektra DNA izolované z homogendtit S CTAB pripravenych z 0,2 g mrkve,
hrusky, jablka, citronu a manga s pridavkem chloroform-oktanolu a precisténych isopropanolem.
Izolace DNA probéhla pomoci magnetickych mikrocastic PGMA (2 mg/ml) separovanych pomoci

magnetického separatoru a magnetické jehly.

Obrazek 11 Agarozova gelova elektroforéza produktitc PCR o velikosti asi 700 bp izolovanych
Z homogenatit s CTAB s pridavkem chloroform-oktanolu, precisténych isopropanolem a pripravenych
20,2 g mrkve, hrusky, jablka, citronu a manga. 1zolace DNA byla provedena pomoci magnetickych

mikrocdstic PGMA, které byly separovany magnetickou jehlou a magnetickym separdtorem.

122 30 4265 6o 18 190 1011 120 413 14 15 1617 1R5£19790 5911

22 23 24 25 26

1500 bp
1 000 bp
produkty PCR
500 bp
100 bp
Béh & DNA Zpuso.b S?par:,a,ce. Mnozstvi DN:A Intenzita
magnetickych ¢astic | [ng]/PCR smés | produktu PCR

1

2 ] 116,0

3 108,0

mrkev

4 S 16,4 ++

o) 26,8 ++

6 ] 34,4 -

7 y 73,0 —

3 hruska . 28.2 B

9 21,0 —
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Béh ¢. MnOZSt[;l] mrkve Homogenat s CTAB Redéni DNA ?:g](;;sg; ]:Eg
10 ] 79,8 —
] oo S ——
13 S 25,4 _
14 51,4 _
15 _ ! 120,6 -
6 citron 52,8 B
17 S 19,0 —
18 ] 43,2 —
19 mango 37,8 —
20 S 21,8 —
21 40,4 —
22 DNA standard 100 bp Zebiicek
23
24 PK — N. tabacum ) et

1 ng/ul
25
26 NK —

J — magneticka jehla; S — magneticky separator
+, ++, +++ detekce produktu PCR o rizné intenzité; — produkt PCR nedetegovan;
NK — negativni kontrola; PK — pozitivni kontrola — N. tabacum 1 ng/ul

Pti separaci magnetickych ¢astic magnetickou jehlou bylo izolovano vétsi mnozZstvi DNA.
DNA byla zne€isténa. Pouze u mrkve byly amplifikovany a detegovany produkty PCR
o velikosti asi 700 bp. Intenzivnégjsi produkty PCR byly detegovany po amplifikaci DNA
izolované magnetickym separatorem. Mensi mnoZstvi DNA pravdépodobné obsahuje mensi
mnozstvi inhibitord PCR.

5.2.2 lzolace DNA z homogenatii pirecisténych isopropanolem bez pouziti magnetickych
castic

Vzorky byly piipraveny dle kapitoly 4.2.1.1 ve c¢tyfech opakovanich. Pro pfipravu
homogenati bylo pouzito 0,2 g ovoce (hruska, jablko, citron a mango) a 0,2 g zeleniny (mrkev)
s piidavkem chloroform-oktanolu. Homogenaty byly dle kapitoly 4.2.2.3 ptecistény
isopropanolem a ziskana DNA byla rozpusténa ve 100 ul TE pufru. Spektrofotometrické
stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA bylo provedeno dle kapitoly 4.2.5. Hodnoty
absorbanci a celkovda mnozstvi izolované DNA jsou uvedeny v Tabulce 14. Grafické
znazornéni absorbanci je uvedeno na Obrazku 12. Byla provedena PCR dle kapitoly 4.2.6
a agarozova gelova elektroforéza dle kapitoly 4.2.7. Vysledky PCR a agarézové geloveé
elektroforézy jsou uvedeny na Obrazku 13.
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Tabulka 14 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Ccistoty DNA izolované bez pouZiti

magnetickych castic z homogendtiic S CTAB s pridavkem chloroform-oktanolu, precisténych
isopropanolem a pripravenych z 0,2 g mrkve (ve 3 opakovdnich), hrusky, jablka, citronu, manga (ve 2

opakovanich).
Rostlinny material | A 260 A2s0 | A 260280 | A260r230 | € [ng/pml] | mona [ng]
0,770 0,355 2,17 2,39 38,5 3850
Mrkev 0,297 0,132 2,26 2,35 14,5 1 450
1,075 0,497 2,16 2,19 53,8 5380
Hrugk 0,333 0,144 2,32 0,89 16,7 1670
ruska 0367 | 0168 | 218 | 034 18,3 1830
0,118 0,046 2,57 1,55 59 590
Jablko
0,081 0,041 1,96 0,40 4,0 400
Citron 0,100 0,049 2,06 4,59 5,0 500
0,007 0,005 1,37 0,3 30
Manao 0,649 0,317 2,05 1,37 32,5 3250
g 0,105 0,048 2,18 1,61 5,2 520
1,8
1,6
jablks 0.5 1,5%
14 jablke 0,2 3%
g b ke 0,2 3% =
§ 1,0 {rekew 0,2 3%
: 0,8 ) B ey
I N . P ,f'*"d '“‘a._\_
w7
032 -— — - | e = .
wli T e
2 z Zhil 280 260 70 pr- i 250 300 ph [i] i) 330 340
‘Wavelength (nm)

Obrazek 12 Absorpcni spektra DNA izolované z homogenatii pripravenych z 0,2 g mrkve, hrusky, jablka,
citronu a manga s pouzitim homogendtii s CTAB 3%, chloroform-oktanolu a precistenych

isopropanolem. Izolace probéhla bez pouziti magnetickych Cdastic.
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Obrazek 13 Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti asi 700 bp. DNA izolovana
Z homogenatii s CTAB s pridavkem chloroform-oktanolu precisténych isopropanolem pripravenych
Z 0,2 g mrkve, hrusky, jablka, citronu a manga.

10 el 1203 ]

1500 bp
1 000 bp
produkty PCR
500 bp
100 bp
Mnozstvi DNA Intenzita
Béh ¢ DNA
ehe [ng]/PCR smés produktu PCR
1 77 ++
2 Mrkev 29 ++
3 107,6 ++
4 Hrutk 33,4 +
5 e 36,6 -
6 11,8 —
Jablko
7 8,0 -
8 Citron 10,0 =
9 0,6 -
10 65 -
11 Mango 10,4 _
12 DNA standard 100 bp Zebiicek
13 PK — N. tabacum 1 ng/ul 2 +
14 NK -

+, ++, +++ detekce produktu PCR o rtizné intenzité; — produkt PCR nedetegovan;
NK — negativni kontrola; PK — pozitivni kontrola — N. tabacum 1 ng/ul

Z riznych plodi bylo izolovano rtizné mnozstvi DNA (0,3-53,8 mg/ml) bez pouZiti
magnetickych ¢astic. Byly detegovany produkty PCR o velikosti 700 bp po amplifikaci DNA
izolované z mrkve a jednoho vzorku hrusky. Ostatni PCR produkty nebyly detegovany.
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5.3 PCRsprimery ZD_for a ZD_rev
5.3.1 Testovani teploty hybridizace v rozmezi 50-70 °C

Primery ZD_for a ZD_rev umoznuji ziskat produkt PCR o délce asi 350 bp. Produkt PCR
této délky je vhodny pro sekvencovani s cilem porovnani sekvenci. Postup byl proveden
dle kapitoly 4.2.6 a 4.2.7. Byla pfipravena smés Master Mix pro 13 vzorki (PCR smés II,
Tabulka 7). Jako DNA matrice byla pouzita kontrolni DNA N. tabacum 1 ng/ul. Vysledky jsou

uvedeny na Obrazcich 14 a 15.

Obrazek 14 Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti asi 350 bp. Amplifikovina byla

DNA z pozitivai kontroly N. tabacum 1 ng/ul s teplotou hybridizace 50-60 °C.

10121l sl 25 ¥ 13 14

1500 bp

1000 bp

p 7 v 500 bp
M ... <+— produkty PCR
: <«— 100 bp

Béh ¢ DNA | Mnozstvi DNA [ng]/PCR smés | T [°C] Dete‘(cg g;"d“kt“

1

2 2 50 +
3 2 50,3 +
4 N. tabacum 2 50,9 +
5 1 ng/ul 2 51,7 +
6 2 52,8 +
7 2 54,3 +
8 DNA standard 100 bp zebticek

9 2 56 +
10 2 57,4 +
11 N. tabacum 2 58,5 +
12 1 ng/ul 2 59,3 +
13 2 59,8 +
14 2 60 +

+, ++, +++ detekce produktu PCR o rizné intenzité; — produkt PCR nedetegovan;

NK — negativni kontrola; PK — pozitivni kontrola — N. tabacum 1 ng/ul
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Obrdazek 15 Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti asi 350 bp. Amplifikovana byla
DNA pozitivai kontroly N. tabacum 1 ng/ul s teplotou hybridizace 50-70 °C.

1 500 bp
1000 bp

500 bp
produkty PCR

100 bp

Béh& | DNA | MnoZstvi DNA [ng]/PCR smés | T [°C] Demkcs g;fd“kt”
1 2 50 +4+
2 2 50,5 ++
3 N. tabacum 2 51,7 T4+
4 1 ng/ul 2 53,2 +++
5 2 55,5 +++
6 2 58,4 +++
7 DNA standard 100 bp zebticek
8 2 61,8 ++
9 2 64,6 +
10 N. tabacum 2 66,8 —
11 1 ng/ul 2 68,4 —
12 2 69,6 —
13 2 70 —

+, ++, +++ detekce produktu PCR o rizné intenzité; — produkt PCR nedetegovan;
NK — negativni kontrola; PK — pozitivni kontrola — N. tabacum 1 ng/ul

Produkt PCR o velikosti asi 350 bp byl amplifikovan a detegovan Vv rozmezi teplot
hybridizace 50-64,6 °C.

5.3.2 Amplifikace DNA z koiene mrkve s teplotou hybridizace 60 °C

Postup byl proveden dle kapitol 4.2.6 a 4.2.7 s teplotou hybridizace 60 °C. Byla vyuzita
DNA izolovand magnetickymi mikroc¢asticemi PGMA z homogenati s CTAB s pfidavkem
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chloroform-oktanolu ptipravenych z 0,1-0,4 g mrkve (Tabulka 12). Vysledky agar6zové
gelové elektroforézy jsou uvedeny na Obrazku 16.

Obrdzek 16 Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR (asi 350 bp). Amplifikovana byla DNA
izolovana z homogendatit s CTAB s pridavkem chloroform-oktanolu pripravenych z 0,1-0,4 g mrkve ve
2 opakovanich. Teplota hybridizace byla 60 °C.

8. 980 4112 .13 14

1500 bp
1000 bp
500 bp
produkty PCR
100 bp
Mnozstvi DNA Detekce
Béh ¢ AZk k
ene Navazka mrkve [g] [ng]/PCR smés produktu PCR
1 NK +
2
3 22,4 ++
0,1
4 8,6 ++
5 33,2 ++
0,2
6 5,0 ++
7 DNA standard 100 bp Zebiicek
8 16,4 +++
9 0.3 14,8 +++
10 13,8 +++
11 04 16,8 +++
12
13 PK — N. tabacum 1 ng/ul 2 +++
14

+, ++, +++ detekce produktu PCR o rtizné intenzité; — produkt PCR nedetegovan;
NK —negativni kontrola; PK — pozitivni kontrola — N. tabacum 1 ng/ul

Byly detegovany PCR produkty o velikosti 350 bp. Produkt PCR byl detegovan i v negativni
kontrole (ve smési pro PCR byla PCR voda misto DNA). Nedostate¢né precisténd DNA
polymerdza mize obsahovat zbytky DNA bun¢k, ze kterych byla izolovana.

43



5.3.3 Testovani jiné polymerazy a teploty hybridizace v rozmezi 50-70 °C

S cilem ovéfit amplifikaci DNA v negativni kontrole byly namichany smési pro PCR bez
DNA matrice. Postup byl proveden dle kapitoly 4.2.6, program PCR ZD21 viz Tabulka 9. Byla
piipravena sm¢s Master Mix pro 13 vzork (PCR sm¢s III, viz Tabulka 7). V této smési byla
testovana DNA polymeraza 5 U/ul specialné piecisténa (informace od vyrobce Top-Bio). Misto
DNA matrice byla pouzita PCR voda. Vysledky jsou uvedeny na Obrazku 17.

Obrazek 17 Kontrolni agarozova gelova elektroforéza pro testovani hybridizace v rozmezi 5070 °C.
Misto DNA matrice byla pouzita PCR voda.

BuisdiaS 067 582910141 1213114

1 500 bp
1 000 bp
500 bp
produkty PCR
100 bp
Béh ¢ DNA T [°C] Detekce produktu PCR
1
2 50 +
3 50,5 +
4 51,7 +
5 53,2 +
6 55,5 +
7 58,4 +
NK
8 61,8 +
9 64,6 —
10 66,8 —
11 68,4 —
12 69,6 -
13 70 -
14 DNA standard 100 bp

+, ++, +++ detekce produktu PCR o rizné intenzité; — produkt PCR nedetegovan;
NK — negativni kontrola; PK — pozitivni kontrola — N. tabacum 1 ng/ul
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Byl amplifikovan a detegovan produkt PCR 0 stejné intenzité a velikosti asi 350 bp
v rozmezi teplot hybridizace 50-61,8 °C. Negativni kontrola u PCR s produkty o velikosti
350 bp nebyla negativni z divodu vyssi citlivosti a specifity PCR a vyuziti Taq polymerazy,
ktera nebyla 100% ptecisténa a mohla obsahovat stopy bakterialni DNA. Metodu je nutné dale
optimalizovat.

5.3.4 Testovani primera v PCR s bakterialni DNA L. casei

Dle postupti uvedenych v kapitolach 4.2.6 a 4.2.7 byla provedena PCR (program ZD21,
viz Tabulka 9) sbakterialni DNA L. casei 1ng/ul (separaéni smés III viz Tabulka 7)
a agardzovy gelova elektroforéza. Vysledky jsou uvedeny na Obrazku 18.

Obrazek 18 Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR. Detegovan byl produkt PCR o velikosti
350 bp. Amplifikovana byla bakterialni DNA L. casei 1 ng/ul.

SN0 212 713" 14

1 500 bp

1 000 bp

500 bp

produkty PCR

100 bp

Béh ¢ | DNA | Mnozstvi DNA [ng]/PCR smés | T [°C] | Detekce produktu PCR

1
2 50 +
3 50,5 +
4 L. casei ) 51,7 +
5 1 ng/ul 53,2 +
6 55,5 +
7 58,4 +
8 DNA standard 100 bp zebiic¢ek
9 _ 61,8 +
10 Ll r‘:;/s;' 2 64,6 _
11 66,8 —
12 _ 68,4 —
13 '1 r?:/s;' 2 69,6 _
14 70 —

+, ++, +++ detekce produktu PCR o rizné intenzité; — produkt PCR nedetegovan;
NK — negativni kontrola; PK — pozitivni kontrola — N. tabacum 1 ng/ul
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Byl amplifikovan produkt o velikosti 350 bp. Hybridizace probéhla v rozmezi teplot 50—
61,8 °C. Intenzita produkti PCR byla stejnd jako v negativni kontrole (Obrazek 18).
V testované DNA polymeraze pravdépodobné neni pfitomna bakterialni DNA (ale napt. DNA
kvasinek).

5.4 Optimalizace PCR pro amplikony o velikosti 700 bp
5.4.1 Ovéreni teploty hybridizace s primery 18S_for a 5,8S_rev

Dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.6 byla provedena PCR (program ZD21, viz Tabulka
9) s primery 18S_for a 5,8S_rev a agar6zova gelova elektroforéza dle kapitoly 4.2.7. Jako DNA
byla pouzita pozitivni kontrola N. tabacum 1 ng/ul a L. casei 1 ng/ul a negativni kontrola byla
provedena bez DNA s PCR vodou. Vysledky jsou uvedeny na Obrazku 19.

Obrazek 19 Agardzova gelova elektroforéza produktic PCR (700 bp). Oveéreni teploty hybridizace
s primery 18S _for a 5,8S_rev.

2 3 4 56 7 89 10 1112:13114 1516:17'1811920:21 22 23 242526 27 28 2030 3il 32 33.34 35 3637 38 39 40

1 500 bp
1000 bp
produkty PCR
500 bp
100 bp

_ Mnozstvi DNA Detekce

Béh ¢ DNA [ng])/PCR smés TIC] produktu PCR

1

2 50 _

3 50,5 ++

4 51,7 +++

5 PK — N. tabacum 1 ng/ul 2 53,2 ++

6 55,5 ++

7 58,4 ++

8 61,8 ++

9 64,6 +++

10 66,8 ++

11 PK — N. tabacum 1 ng/ul 2 68,4 ++

12 69,6 ++

13 70 +
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. Mnozstvi DNA Detekce
Béh € DNA [ng]/PCR smés Tl produktu PCR
14 DNA standard 100 bp zebticek
15 50 —
16 50,5 —
17 51,7 —
18 53,2 —
19 55,5 —
20 : 58,4 _
1 PK —L. casei 1 ng/ul 2 618 -
22 64,6 —
23 66,8 —
24 68,4 —
25 69,6 —
26 70 —
27 DNA standard 100 bp zebticek
28 50 —
29 50,5 —
30 51,7 —
31 53,2 -
32 55,5 —
33 58,4 —
34 NK 61,8 —
35 64,6 —
36 66,8 —
37 68,4 —
38 69,6 —
39 70 —
40

+, ++, +++ detekce produktu PCR o rizné intenzité; — produkt PCR nedetegovan;
NK — negativni kontrola; PK — pozitivni kontrola — N. tabacum 1 ng/ul

Byly amplifikovany a detegovany produkty PCR o velikosti asi 700 bp s pozitivni kontrolou
N. tabacum 1 ng/ul. U negativnich kontrol bylo zjisténo, ze Se na gelu tvofi Smouhy pfi
teplotach hybridizace 53,2-64,6 °C, coz je dilezitou informaci pro optimalizaci metody PCR
700 ROST. Na zakladé¢ toho byla provedena PCR S pozitivnimi kontrolami a teplotou
hybridizace 52 °C.
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5.4.2 PCR s teplotou hybridizace 52 °C

Na zaklad¢ predchozich vysledki byla provedena PCR s teplotou hybridizace 52 °C
dle kapitoly 4.2.6 (program 52 ROST, viz Tabulka 8). PCR byla provedena s pozitivni
kontrolou N. tabacum 1 ng/ul a B. oleracea 1 ng/ul. Vysledky jsou uvedeny na Obrazku 20.

Obrdazek 20 Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti asi 700 bp. Amplifikovana byla
DNA pozitivnich kontrol N. tabacum a B. oleracea pri teploté hybridizace 52 °C.

<«—— produkty PCR

«_ 500 bp

«——100bp

. Mnozstvi DNA Detekce
Beh € DNA [ng]/PCR smés | produktu PCR

: NK =

2 _

3 +++

PK — N. tabacum 1 ng/ul

4 +++

5 2 +++

6 PK — B. oleracea 1 ng/ul et

7 DNA standard 100 bp

+, ++, +++ detekce produktu PCR o rtizné intenzité; — produkt PCR nedetegovan;
NK — negativni kontrola; PK — pozitivni kontrola — N. tabacum 1 ng/ul, B. oleracea 1 ng/ul

Byly amplifikovany a detegovany produkty PCR o velikosti asi 700 bp u obou pozitivnich
kontrol. V negativnich kontrolach PCR produkty detegovany nebyly.
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5.5 lzolace DNA z vyrobkii pro déti

5.5.1 Mnozstvi DNA izolované z homogenatu precisténych isopropanolem, separované
magnetickymi nanocasticemi PLL

Castice s navazanou DNA byly separovana magnetickou jehlou nebo magnetickym
separatorem. Pro kontrolu byla testovana DNA ziskand zhomogenati piecisténych
isopropanolem bez dalsiho pouziti magnetickych Castic. Vzorky vyrobkt byly pfipraveny
dle kapitoly 4.2.1.24.2.1.1 v osmi opakovanich. Pro pfipravu bylo pouzito 0,5 g vyrobku s
piidavkem chloroform-oktanolu (viz 4.2.2.2). DNA byla izolovana magnetickymi
nanocasticemi, ze dvou vzorki dle kapitoly 4.2.3.1 a z dalSich dvou vzorki dle kapitoly 4.2.3.2.
DNA byla eluovana do 100 pl TE pufru. Ctyii vzorky byly dle kapitoly 4.2.2.3 pouze pre¢istény
presraZzenim  isopropanolem bez dalSi separace  magnetickymi  nanocasticemi.
Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA bylo provedeno dle
kapitoly 4.2.5. Hodnoty absorbanci a celkova mnozstvi izolované DNA jsou uvedeny
v Tabulce 15. Grafické znazornéni absorbanci je uvedeno na Obrazcich 21 a 22.

Tabulka 15 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA izolované z vyrobkii z homogenadtii
s CTAB pripravenych z 0,5 g vzorkit ovoce a zeleniny S pridavkem chloroform-oktanolu precistenych
isopropanolem a magnetickymi nanocadsticemi. Magnetické nanocastice s navazanou DNA byly

separovany magnetickou jehlou a magnetickym separatorem. Méreno proti TE pufiu.

Zpisob c MoNA

Vyrobek separace A 260 A28 | A 260280 | A 2601230 [ng/ul] [ng]

castic

0,612 0,444 1,38 0,97 30,6 3 060
) 0,485 0,367 1,32 0,99 24,2 2 420

S 0,190 0,113 1,69 0,64 9,5 950
1 Hami prvni 0,232 0,148 1,57 0,71 11,6 1160
mrkvicka 0,362 0,118 3,05 0,49 18,1 1810
I 0,475 0,159 2,98 0,45 23,7 2 370
0,534 0,184 2,91 0,45 26,7 2 670
0,297 0,098 3,04 0,46 149 1490
] 0,359 0,262 1,37 1,10 17,9 1790
0,507 0,375 1,35 1,12 25,4 2 540

Nestlé S 0,114 0,079 1,45 0,58 57 570

0,116 0,081 1,44 0,55 5,8 580

2 ovocna

kapsicka 0,324 0,166 1,95 0,42 16,2 1620
| 0,234 0,101 2,32 0,48 11,7 1170
0,589 0,369 1,59 0,36 29,5 2 950

0,075 0,025 3,02 0,45 3,7 370
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Zpisob

Vyrobek separace A 260 A 280 | A 260280 | A 260/230 [ng(;pl] Tr?ng
castic
] 0,247 0,174 1,42 1,08 12,3 1230
0,240 0,179 1,34 1,00 12,0 1200
dmBIO S 0,100 0,066 1,51 0,54 5,0 500
3 hruska, 0,067 0,045 1,49 0,53 3,4 340
mrkev, 0,075 0,037 2,04 0,40 3,8 380
jablko | 0,194 0,104 1,87 0,37 9,7 970
0,104 0,034 3,09 0,41 5,2 520
0,141 0,060 2,35 0,40 7,0 700
] 0,279 0,210 1,33 1,13 13,9 1390
0,284 0,216 1,31 1,07 14,2 1420
Hamének S 0,149 0,093 1,61 0,61 7,4 740
) 0,100 0,064 1,56 0,55 5,0 500
4 | Svacinka s
meruiikami 0,190 0,102 1,86 0,42 9,5 950
| 0,183 0,110 1,66 0,37 9,1 910
0,203 0,114 1,78 0,34 10,2 1020
0,200 0,105 1,91 0,36 10,0 1000
] 0,425 0,315 1,35 1,17 21,2 2120
0,474 0,353 1,34 1,14 23,7 2 370
Hello S 0,468 0,401 1,17 0,42 23,4 2 340
5 ovocna 0,047 0,031 1,51 0,46 2,3 230
presnidavka 0,125 0,044 2,84 0,42 6,3 630
s jablky | 0,267 0,090 2,98 0,47 13,4 1340
0,101 0,028 3,59 0,42 51 510
0,115 0,041 2,80 0,45 5,7 570
0,400 0,291 1,38 1,05 20,0 2 000
) 0,376 0,278 1,35 1,21 18,8 1880
Hello S 0,391 0,304 1,29 0,47 19,6 1960
5 ovocna 0,037 0,022 1,63 0,60 1,8 180
presnidavka 0,215 0,078 2,76 0,52 10,8 1080
S mangem | 1,217 0,738 1,65 0,59 30,8 3080
0,364 0,172 2,12 0,55 18,2 1820
0,248 0,097 2,55 0,51 12,4 1240

J — magneticka jehla, S — magneticky separator, I — bez magnetickych castic
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A0mm Absorbance

‘Wiavelength [nm)

Obrdzek 21 Absorpéni spektra DNA izolované z vyrobkit (0,5 Q) z homogenatii s CTAB s pridavkem
chloroform-oktanolu a isopropanolu magnetickymi nanocasticemi PLL (0,2 mg/ml). Castice
s navazanou DNA byly separovany pomoci magnetické jehly a magnetického separdtoru.
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‘Wavelangth (nm)

Obrazek 22 Absorpcni spektra DNA izolované z vyrobkii (0,5 Q) z homogendtii s CTAB s pridavkem
chloroform-oktanolu a isopropanolu. DNA nebyla precistovana magnetickymi cdasticemi.

DNA byla izolovana v koncentracich 1,8-30 ng/ul. DNA byla znecisténa.
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5.5.2 Amplifikace s primery 18S_for a 5,8S_rev

Byla provedena amplifikace DNA (4.2.6) a agarozova gelova elektroforéza produkti PCR
o0 velikosti asi 700 bp (4.2.7). Vysledky jsou uvedeny na Obrazku 23.

Obrdazek 23 Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti asi 700 bp. Amplifikovina byla
DNA izolovand z homogenatit s CTAB S pridavkem chloroform-oktanolu a isopropanolu s pomoci
magnetickych nanocdstic PLL. Cdstice s navizanou DNA byly separovdny magnetickou jehlou

a magnetickym separatorem. Obrazek je slozen ze svou geli.

3456 789101112 1314151617 18 19,2021 2223242526 272829

1500 bp

1200 bp
- PCR produkty

& 500 bp
100 bp

30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56

1500 bp
1 200 bp

PCR produkty
500 bp

100 bp

Zpiusob izolace | MnozZstvi DNA Detekce
DNA [ng]/PCR smés | produkti PCR

=g
<
=
€<

Vyrobek

61,2 -
48,4 -
19,0 -
23,2 +
36,2 -
47,4 -
53,4 -
29,8 —

Hami prvni mrkvicka

O |0 [N 0|~ |wWwIN |-
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Béh & Vyrobek Zpisob izolace | MnozZstvi DNA Detekce
DNA [Ng]/PCR smés | produkta PCR

10 ] 35,8 —
11 50,8 —
12 11,4 —
13 , , " > 11,6 —
1 Nestlé ovocna kapsicka 324 -
15 | 23,4 —
16 59,0 —
17 7,4 —
18 24,6 —
19 ) 24,0 —
20 S 10,0 —
21 dmBIO hruska, mrkev, 6,8 -
22 jablko 7,6 —
23 19,4 -
24 I 10,4 _
25 14,0 —
26 DNA standard 100 bp zebticek

27 PK — N. tabacum 1 ng/ul 2 ++
28

29 NK —
30 ] 27,8 —
31 28,4 —
32 S 14,8 —
33 Hamanek Svacinka s 10,0 —
34 merunkami 19,0 —
35 | 18,2 —
36 20,4 —
37 20,0 —
38 ] 42.4 _
39 47,4 —
40 S 46,8 —
41 Hello ovocna 4,6 -
42 presnidavka s jablky 12,6 —
43 | 26,8 —
44 10,2 -
45 11,4 —
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Béh & Vyrobek Zpisob izolace | MnoZstvi DNA Detekce
DNA [Ng]/PCR smés | produkta PCR

46 ] 40,0 —
47 37,6 —
48 S 39,2 —
49 Hello ovocna 3,6 -
50 pfesnidavka s mangem 21,6 —
51 | 61,6 —
52 36,4 —
53 24,8 —
54 DNA standard 100 bp zebticek

55 PK — N. tabacum 1 ng/ul 2 ++
56 NK —

J — magnetickd jehla; S — magneticky separator, I — bez magnetickych ¢astic;
+, ++, +++ detekce produktu PCR o rizné intenzité; — produkt PCR nedetegovan;
NK — negativni kontrola; PK — pozitivni kontrola — N. tabacum 1 ng/ul

Produkt PCR byl detegovan po amplifikaci DNA izolované z vyrobku Hami prvni mrkvicka
magnetickymi nanocasticemi PLL (0,2 ng/ul) separovanymi magnetickym separatorem.
Produkty PCR v ostatnich pfipadech nebyly detegovany.

5.5.3 Zakoncentrovani DNA a amplifikace s primery 26S_for a 26S_rev

Vzorky DNA izolované z jednotlivych vyrobkd (viz kapitola 5.5.1) byly ptesrazeny
ethanolem a zakoncentrovany dle kapitoly 4.2.4. Poté bylo provedeno spektrofotometrické
stanoveni koncentrace a Cistoty. Dale byla provedena PCR s primery 26S_for a 26S_rev (PCR
smés 1V, viz Tabulka 7; program 220R040 viz Tabulka 9) a produkty PCR detegovany
agarozovou gelovou elektroforézou dle kapitoly 4.2.7. Vysledky spektrofotometrického
stanoveni jsou uvedeny v Tabulce 16. Absorp¢ni spektra zakoncentrované DNA jsou uvedena
na Obrazku 24. Vysledky agar6zové gelové elektroforézy produktt PCR jsou uvedeny
na Obrazku 25.
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Tabulka 16 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty zakoncentrované DNA izolované
bez a s pouzitim magnetickych nanocastic PLL 7 homogendtu s CTAB s pridavkem chloroform-oktanolu

a isopropanolu. Magnetické nanocdstice s navazanou DNA byly separovany magnetickou jehlou

a magnetickym separatorem.

Zpusob c m
Vyrobek separace | A2 | A28 | A 2601280 | A 260230 [ng/ul] [r?N]A
éastic gn g
Hami ) J 0,052 | 0,047 1,58 1,11 2,6 260
p | Tamiprv S 104 | 0691 | 1,51 | 065 | 522 | 5220
mrkvicka
I 0,033 | 0,018 1,79 0,57 1,6 160
Nestlé ) J 0,022 | 0,019 1,11 1,90 1,1 110
p | TeStieovorna S 1132 | 0,765 | 148 | 061 | 56,6 | 5660
kapsicka
I 1,281 | 1,048 1,22 0,30 64 6 400
dMBIO hrusk J 0,013 | 0,016 0,82 0,61 0,6 60
3 | MBI hruska, s 0354 | 0256 | 138 | 064 | 177 | 1770
mrkev, jablko
I 0,263 | 0,192 1,37 0,33 13,2 1320
Hamanek J 0,021 | 0,016 1,36 0,49 11 110
4 Svacinka S 0,279 | 0,199 1,40 0,61 13,9 1390
S meruntkami I 0,135 | 0,115 1,17 0,33 6,7 670
Hello J 0,008 | 0,011 0,66 0,4 40
5 ptesnidavka S 0,221 | 0,157 1,41 0,58 11,1 1110
s jablky I 0,307 | 0,210 1,46 0,43 15,4 1 540
Hello J 0,009 | 0,007 1,20 0,22 0,4 40
6 | presnidavka s S 0,281 | 0,188 1,50 0,58 14,1 1410
mangem I 0,473 | 0,276 1,72 0,63 23,7 2 370
J — magneticka jehla, S — magneticky separator, [ — bez magnetickych Castic
551,
sa]
43 .
40 h \\
g 33 \
E 3.0 "
F A
,c»'f 20 )
15 -
1.0 = =
Hae— s =~ —— T —
T — ﬂ —— —— —

220 230 240 230 260

270

20 250 300
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340

Obrdzek 24 Absorpcni spektra zakoncentrované DNA izolované z homogendatii s CTAB s pridavkem
chloroform-oktanolu precisténych isopropanolem. Magnetické nanocastice PLL s navazanou DNA byly

separovany Z vyrobkii pro déti magnetickou jehlou a magnetickym separdtorem.
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Obrazek 25 Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti asi 220 bp. PCR byla provedena
se zakoncentrovanou DNA z homogenatii s CTAB s pridavkem chloroform-oktanolu a isopropanolu

izolovanou bez pomoci magnetickych castic PLL.

L2 ed vid oS 0 TR0 010081 12013 145155165l 810200 M
™

1500 bp
1 000 bp
500 bp
PCR produkty
100 bp
Zpusob Mnozstvi DNA Detekce
Béh ¢ Vy k
ene yrobe separace ¢astic | [ng]/PCR smés | produkti PCR
1 J 52
2 Hami prvni mrkvicka S 104,4
3 I 3,2
4 J 2,2 -
5 Nestlé ovocna kapsicka S 113,2 +++
6 I 128 +
! dmBIO hruska, mrk - L2 —
3 m ruska, mrkev, S 35.4 N
jablko
9 I 26,4 +
10 Hamének Svadik J 2,2 ++
1 amane ; Vac1‘ a S 278 N
S merunkami
12 I 13,4 +
13 Hell ) J 0,8 —
14 _ et ovoena S 22,2 +
piesnidavka s jablky
15 I 30,8 +
10 Hello 3 ] 0.8 u
17 _erThovoena s 28,2 *
pfesnidavka s mangem
18 I 47,4 +
19 DNA standard 100 bp zebticek
20 PK — N. tabacum 1 ng/ul ++
21 NK —

J — magneticka jehla; S — magneticky separator, | — bez magnetickych ¢astic;
+, ++, +++ detekce produktu PCR o rtzné intenzité; — produkt PCR nedetegovan;
NK — negativni kontrola; PK — pozitivni kontrola — N. tabacum 1 ng/ul
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Piesrazena DNA byla izolovana v koncentracich 0,4-64 ng/ul. DNA byla zneéiSténa.
Po amplifikaci DNA izolované magnetickou jehlou byl detegovan slaby produkt PCR
nebo nebyl detegovan vitbec. PCR produkty ziskané amplifikaci DNA izolované magnetickymi
casticemi, které byly separovany magnetickym separatorem byly detegovany v kazdém behu.
Stejné tak byla detegovana DNA izolovana bez pouziti magnetickych nanoc¢astic PLL.

5.6 Ovéieni pritomnosti specifické DNA mrkve v amplikonu
5.6.1 Restrikéni analyza PCR produkti mrkve

Sekvence amplikonu 18S_ITS1 5,8S (primery 18S_for a 5,8S_rev) byla stazena z databaze
GenBank (pfistupové Cislo AY552527). Sekvence z databaze obsahovala ¢asti ITS1 a 5,8S
nikoliv vSak 18S gen. Tento konzervativni Usek byl k amplikonu pfipojen z genu rajcete
(ptistupové ¢islo X51576.1). Pomoci programu NEB cutter V2.0 byla provedena simulace
stépeni sekvence in silico. Vysledky teoretického §tépeni enzymy EcoRV a Nlalll jsou uvedeny
na Obrazku 26. Tyto vysledky byly ziskdny od RNDr. A. Kovatika, CSc.
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daucus carrota - digested with: EcoRV

10000 3

5000 -

1000

500 -

daucus carrota - digested with: Nlalll

10000

5000

1000 -

900

100 —

Obrazek 26

Ends Coordinates | Length (bp)

1| (LeftEnd)-EcoRV 1-576 576

2| EcoRV-(RightEnd) | 577-674 98
iz Ends Coordinates | Length (bp)
1| (LeftEnd)-NlaIll 1-375 375
2 | NlallI-(RightEnd) | 376-674 299

neni na virtudlnim gelu videt.

Realn¢ Stépeni enzymy bylo provedeno s PCR produktem ziskaném amplifikaci DNA
izolované z kotene mrkve. Postup byl proveden dle kapitol 4.2.8 a 4.2.9. DNA ziskana
Z homogenatu s CTAB ptecistéenim homogenatu ptipraveného z kofene mrkve isopropanolem
bez pouziti magnetickych c¢astic byla amplifikovana se specifickymi primery 18S for
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Teoreticky vysledek restrikcni analyzy amplikonu 18S-1TS1-5,85 Daucus carota
po restrikcnim Stépeni produktii PCR (700 bp) enzymy ECORV (a) a Nlalll (b). Kratky EcoRV fragment



a5,8S_rev. Délka amplikond byla asi 700 bp. Na gel bylo naneseno 5 ul smési. Vysledky
agarozové gelové elektroforézy jsou uvedeny na Obrazku 27.

Obrazek 27 Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti asi 700 bp. Amplifikovany byly
2 ul DNA ziskané precisténim homogendtu pripraveného z 0,2 g korene mrkve isopropanolem. Na gel
bylo dano 5 ul PCR produktu.

1500 bp
1 000 bp
produkty PCR
500 bp
100 bp
. Detekce produktia
Béh ¢ DNA PCR
1 DNA standard 100 bp
2 PK —N. tabacum 1 ng/ul ++
3 NK —
4 ++
5 ++
6 ++
mrkev
7 ++
8 ++
9 ++

+, ++, +++ detekce produktu PCR o rizné intenzité; — produkt PCR nedetegovan;
NK — negativni kontrola; PK — pozitivni kontrola — N. tabacum 1 ng/ul

Amplifikovany byly 2 pul DNA ziskané precisténim homogenatu ptipraveného z 0,2 g kofene
mrkve isopropanolem. Na gel bylo naneseno 5 pl PCR produktu. Byly detegovany produkty
PCR o piiblizné stejné intenzité.

S produkty PCR byla provedena restrik¢éni analyza amplikonu kofene mrkve s enzymy
Nlalll a EcoRV dle postupu uvedeném v kapitole 4.2.8. Vysledek restrikéni analyzy je uveden
na Obrazku 28.
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Obrazek 28 Agarozova gelova elektroforéza produktic PCR (700 bp) po restrikcnim Stépeni enzymy
EcoRV a Nlalll. Obrazek je slozen ze dvou gelii.

1 500 bp 1 500 bp

1 000 bp 1 000 bp

500 bp 500 bp

100 bp

100 bp

g Fragmenty [b
Beh DNA Restriktiza gmenty [bp]
¢. 700 | 576 | 375 | 299 | 98
1 DNA standard 100 bp zebiicek
2 nestépend | +++ | — — — —
3 Nlalll — — + + —
Daucus carrota

4 EcoRV - + - - -
5 neStépend | +++ — — — —
6 DNA standard 100 bp zebticek

+, ++, +++ detekce produktu PCR o rizné intenzité; — produkt PCR nedetegovan;

Po $tépeni produktu PCR o velikosti asi 700 bp z DNA ziskané piecisténim homogenatu
piipraveného z 0,2 g kofene mrkve isopropanolem vznikl po $tépeni enzymem ECORV jeden
fragment o piiblizné velikosti 576 bp, po St€peni enzymem Nlalll vznikly dva fragmenty
0 ptiblizné velikosti 299 a 375 bp. Experimentalné zjisténa data se shoduji s teoretickymi.
U stépeni enzymem ECORV nebyl detegovan kratky fragment o velikosti 98 bp pravdépodobné
pro kratkou velikost.
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5.7 Porovnani riznych metod izolace DNA magnetickymi ¢asticemi
5.7.1 lzolace DNA z ¢erstvé zeleniny a ovoce magnetickymi mikrocasticemi PGMA

Porovnani mnozstvi DNA izolované z Cerstvé zeleniny (mrkev) a ovoce (hruska, mrkev,
jablko) z homogenati precisSténych isopropanolem, magnetickymi mikroc¢asticemi PGMA
a bez nich. Céstice s navazanou DNA byly separovany magnetickou jehlou nebo magnetickym
separatorem. Pro srovnani vysledkti byly pouzity primérné hodnoty. Vyhodnoceni je
zobrazeno na Obrazku 29.

Mnozstvi izolované DNA se pii pouziti magnetické jehly pohybovalo v rozmezi 1 720-
6 030 ng. Mnozstvi izolované DNA se pii pouziti magnetického separatoru pohybovalo
v rozmezi 810-2 640 ng. Mnozstvi DNA ziskané preciSténim homogenatu isopropanolem
se pohybovalo v rozmezi 30-3 850 ng. Pomér absorbanci Az60nm/A2s0nm se pii pouZiti
magnetické jehly pohyboval vrozmezi 1,31-1,37, pii pouziti magnetického separatoru
v rozmezi 1,36—-1,57 a bez pouziti magnetickych ¢astic v rozmezi 1,37-1,57. Pomér absorbanci
Az60nm/A230nm se pii pouziti magnetické jehly pohyboval v rozmezi 1,42—-1,88, pfi pouZiti
magnetického separatoru v rozmezi 1,00—-1,39 a bez pouziti magnetickych ¢astic v rozmezi
0,34-4,59.

Srovnani mnoZstvi DNA izolované z ¢erstvé zeleniny a ovoce z
homogenati pieciSténych isopropanolem bez a s magnetickymi
mikrocasticemi PGMA. Separace ¢astic magnetickou jehlou a
magnetickym separatorem.

6000
5000 B  magneticka
jehla
4000 .
— magneticky
2 3000 separator
S
2000 = bez
magnetickych
1000 ¢astic
0 [] L

mrkev hruska jablko citron mango

Obrdzek 29 Graf zndzornujici srovndni mnozstvi DNA izolované Z ovoce a zeleniny riznymi zpiisoby.

Mnozstvi DNA izolované pomoci magnetické jehly bylo vys$si nez mnozstvi DNA izolované
magnetickym separatorem a mnozstvi DNA izolované bez magnetickych mikrocastic PGMA.
Nejvétsi mnozstvi DNA bylo izolovano magnetickymi mikroc¢asticemi PGMA separovanymi
magnetickou jehlou. Nejmensi mnozstvi bylo izolovano magnetickym separatorem. DNA byla
zneCisténa (A260 nm/A280 nm < 1,57, A260 nm/A230nm < 4,59). V PCR se amplifikovala pouze DNA
mrkve a v jednom piipadé DNA izolovana z hrusky s primery 18S_for a 5,8S_rev (produkt
PCR asi 700 bp). DNA byla znecisténa.
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5.7.2 lzolace DNA z potravinovych vyrobki pro déti magnetickymi nanocasticemi PLL

Porovnani mnozstvi DNA izolované z potravinovych vyrobkili pro déti z homogenati
precisténych isopropanolem, ¢asticemi PLL a bez nich. Castice s navazanou DNA byly
separovany magnetickou jehlou nebo magnetickym separatorem. Vyhodnoceni je zobrazeno
na Obrazku 30.

Mnozstvi izolované DNA se pfi vyuziti magnetické jehly pohybovalo v rozmezi 1 200-
3 060 ng. Mnozstvi izolované DNA se pii vyuziti magnetického separatoru pohybovalo
vrozmezi 180-2 340 ng. Mnozstvi DNA ziskané¢ z homogenatu s CTAB s ptfidavkem
chloroform-oktanolu ptecisténim isopropanolem se pohybovalo v rozmezi 380-3 080 ng.
Pomér absorbanci Azeo0 nm/A280nm se pii pouziti magnetické jehly pohyboval v rozmezi 1,31—
1,42, pti pouziti magnetického separdtoru v rozmezi 1,17-1,69 a bez pouziti magnetickych
¢astic V rozmezi 1,59-3,56. Pomér absorbanci A260 nm/A230 nm se pii pouziti magnetické jehly
pohyboval v rozmezi 0,97-1,21, pfi pouziti magnetického separatoru v rozmezi 0,42-0,71
a bez pouziti magnetickych castic v rozmezi 0,34-0,6.

Srovnani mnozZstvi DNA izolované z potravinovych vyrobki pro déti
z homogenatii preciSténych isopropanolem bez a s magnetickymi
nanocasticemi PLL. Separace ¢astic magnetickou jehlou a
magnetickym separatorem

3000 o
B magneticka

2500 jehla

2000

1
5
. 2
6

6 o
5 magneticky

1500 3 4 < separator

1 4 6
1000 5
2 3 4

50 3 ] ez o
magneticky

0 ch Castic

Obrazek 30 Graf znazornujici srovnani mnozstvi DNA izolované z potravinovych vyrobkit pro déti

m [ng]

o
o

riiznymi zpiisoby. 1 — Hami prvni mrkvicka, 2 — Nestlé ovocna kapsicka, 3 — dmBIO hruska, mrkev,
jablko, 4 — Hamdnek svacinka s merunkami, 5 — Hello ovocnd presniddvka s jablky, 6— Hello ovocna
presnidavka s mangem.

Mnozstvi DNA izolované pomoci magnetické jehly bylo vy$si neZ mnozstvi DNA izolované
magnetickym separatorem a mnozstvi DNA izolované bez pouZiti magnetickych nanocastic
PLL. Nejmen$i mnozstvi bylo izolovano magnetickym separatorem (kromé& vyrobku ¢. 5).
DNA byla znecisténa (A260 nm/A280nm < 1,69, A2eonm/A230nm < 1,21). DNA vSech vyrobku
se amplifikovala v PCR sprimery 26S for a 26S rev (produkt PCR asi 220 bp)
a neamplifikovala se s primery 18S for a 5,8S_rev (produkt PCR asi 700 bp). DNA byla
degradovana.
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6 DISKUSE

6.1 Ovéreni metody mikroizolace DNA a optimalizace podminek pro izolaci DNA
Z kofene mrkve

Pro testovani funk¢nosti a podminek mikroizolace DNA magnetickymi mikroc¢asticemi
PGMA (2 mg/ml) byla vybrana DNA koiene mrkve (Daucus carota). Zaroven bylo testovano
vhodné mnozstvi kotene mrkve K piipravé homogenatu a vliv piidavku chloroform-oktanolu
na Cistotu, mnozstvi a amplifikovatelnost izolované DNA. Rostlinny material byl pfipraven
Vv rizném mnozstvi (0,1-0,4 g) ve ¢tyfech opakovanich a byl homogenizovan pomoci kopistu
za stalého chlazeni v termobloku, aby se pfedeslo enzymatické degradaci DNA. Do lyza¢niho
roztoku s CTAB je také pridavana EDTA, ktera vyvazuje kationty nezbytné pro aktivitu
nukleaz [36]. Po inkubaci byl testovan ptidavek chloroform-oktanolu. Po pfidani chloroform-
oktanolu doslo k odd€leni fazi — vodna faze s DNA, proteinova mezifaze a chloroformova faze
s CTAB roztokem. DNA byla z homogenatii kofene mrkve izolovana pomoci magnetickych
mikrocastic PGMA (2 mg/ml) a eluovana do TE pufru.

Koncentrace a ¢istota izolované DNA z riiznych mnozstvi mrkve (0,1-0,4 g) byla stanovena
spektrofotometricky z naméfenych hodnot absorbanci v rozmezi vinovych délek 230-320 nm
(Tabulka 12). Cista DNA ma pomér A 280 nm/A 260 nm V rozmezi hodnot 1,8-2,0. Je-li pomér
absorbanci niz$i nez 1,8, je DNA zneciSténa proteiny. Je-li pomér vyssi nez 2,0, je DNA
znecisténa RNA. Z hodnoty absorbance A 260 nm byla stanovena koncentrace DNA [59]. Pomér
absorbanci A 260 nm/A 230 nm by mé&l byt v rozmezi hodnot 1,8-2,2, pokud se hodnota lisi, je
DNA znedisténa. Znec€isténa mize byt fenolickymi latkami, dale polysacharidy, solemi nebo
proteiny [75]. Dalsimi moznostmi piecCisténi DNA jsou piesrazeni polyfenolickych latek
vysokou koncentraci octanu amonného (NH4COOCH;3), opakovand sorbce na magnetické
Castice nebo vyuziti komer¢nich kitli na bazi kiemennych sorbentll. Ve vSech piipadech vSak
existuje riziko dalSich ztrat DNA a malého az nulového vytézku [76], [77]. Jako perspektivni
se jevi dal§i optimalizace procedury piipravy surového homogenatu pied vlastni sorbci
na magnetické ¢astice. Jak jsem ukézala, extrakce DNA smési chloroform-oktanol spojena
S naslednou precipitaci isopropanolem méla zasadni vliv na ¢istotu a amplifikovatelnost DNA.

Mnozstvi izolované DNA se liSilo v zavislosti na mnoZstvi pouzitého rostlinného materialu.
Cistota DNA izolované z homogenatti s CTAB s pouzitim chloroform-oktanolu se pohybovala
v rozmezi 1,49-1,63 a koncentrace 4,3-16,6 ng/ul. Cistota DNA izolované bez p¥idavku
chloroform-oktanolu se pohybovala vrozmezi 1,40-1,82 a koncentrace 2,5-6,7 ng/ul.
Z hodnot absorbanci uvedenych v Tabulce 12 plyne, Ze Cistota izolované DNA byla pfiblizné
stejna, ale s pifidavkem chloroform-oktanolu bylo izolovano ponékud vétsi mnozstvi DNA.
Izolovana DNA je znecisténa pravdépodobné proteiny a polyfenoly. Proteiny maji maximum
pti 280 nm a polyfenoly 240-280 nm. Hodnoty absorbanci mohou byt vyssi diky pfitomnosti
téchto latek [78]. Koncentrace DNA uvedené v Tabulce 12 jsou zkreslené (n€kdy i vyrazng)
pritomnosti latek, které absorbuji v UV oblasti. Redlné koncentrace DNA ve vytézku jsou
patrné znac¢né nizsi.

Pro ovéfeni kvality izolované DNA byl kazdy vzorek 10x zfedén a pouzit pro PCR. Redéni
DNA je hojn¢ vyuzivanou metodou, kterd vede k fedéni inhibitort PCR, miize vSak nastat
snizeni citlivosti metod [70]. U DNA z homogenati s CTAB s ptidavkem chloroform-oktanolu
piipravenych z 0,19, 0,29 a 0,39 byly detegovany pomérné intenzivni produkty PCR
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o velikosti asi 700 bp. U ostatnich vzorki byly PCR produkty velmi slabé nebo nebyly
detegovany. Po amplifikaci vyfedéné DNA byly detegovany slabsi bandy, tudiz nebylo
potvrzeno vytedéni inhibitord. Nejvetsi mnozstvi DNA nebylo izolovano z nejvétsiho mnozstvi
mrkve pouzitého pro piipravu homogenatu, ale z 0,2 g mrkve s pfidavkem chloroform-
oktanolu. Pro dal$i postup byla proto vybrana navazka 0,2 g mrkve s piidavkem chloroform-
oktanolu.

6.2 lzolace DNA z homogenati s CTAB z ovoce a zeleniny

V této kapitole byla testovana funk¢cnost mikrometody S vyuzitim magnetickych mikrocastic
PGMA u ovocnych vzorki (hrusky, jablka, citronu a manga) a rtizné zpisoby pfipravy
homogenatii — preciSténi homogenatu piesrazenim isopropanolem. S cilem testovat moznou
eliminaci inhibitord PCR byly ¢&astice s navazanou DNA separovany magnetickou jehlou.
Ta umoziuje pienos ¢astic do nové mikrozkumavky. Byla srovnana separace ¢astic pomoci
magnetického separatoru a magnetické jehly. DNA byla izolovana z homogenati s CTAB
ptipravenych z 0,2 g rostlinného materialu s ptidavkem chloroform-oktanolu ptecisténych
piesrazenim isopropanolem.

Mnozstvi izolované DNA se liSilo podle typu ovoce a zplsobu izolace. Mnozstvi a Cistota
DNA izolované z ovoce a zeleniny magnetickou jehlou byly vys§i nez mnozstvi DNA
magnetickou jehlou se podafilo nabrat vétSsi mnozstvi Castic (nedochazelo ke ztratam
magnetickych ¢astic). Magnetické ¢astice S navazanou DNA promyvame V ¢isté Eppendorfoveé
zkumavce, zatimco pii separaci magnetickym separatorem prace probiha v jedné Eppendorfové
zkumavce a necistoty (inhibitory) mohou ziistdvat na sténach a kontaminovat vzorky. MnoZstvi
DNA izolované magnetickou jehlou se pohybovalo vrozmezi 1720-6 030 ng, pomér
A260 nm/A280 nm byl 1,31-1,37 a pomér absorbanci A260 nm/A230 nm byl 1,42-1,88. Mnozstvi DNA
izolované magnetickym separatorem se pohybovalo vrozmezi 810-2 640 ng, pomér
absorbanci Aze0nm/A20nm 1,36-1,57 a pomér absorbanci A2eonm/A230nm byl 1,00-1,39.
Z Tabulky 13 plyne, ze vétSina izolované DNA je =zneli§téna proteiny, polyfenoly,
polysacharidy a solemi. Znecisténi zejména polyfenoly je ziejmé o néco mensi u separace
provedené magnetickou jehlou.

Pti ovéfeni kvality izolované DNA v PCR byly amplifikovany a agardézovou gelovou
elektroforézou detegovany pouze produkty PCR mrkve a v jednom piipadé hrusky. DNA byla
izolovana z homogenatu po precisténi isopropanolem. U téchto typi vzorkt se potvrdilo,
7ze DNA muze byt izolovana v kvalit¢ vhodné pro PCR. Detekci produktu PCR u DNA
izolované z hrusky se u dalsich vzorki nepodafilo zopakovat. U¢innost extrakce je zavisla
na velikosti ¢astic vzorku — bylo zjisténo, ze se snizujici se velikosti ¢astic vzorku nartistaji
vytézky [37], [49]. Mozné pficiny netspéchu u ovocnych vzorkd tedy jsou:

e malé mnozstvi DNA v homogenatu, vzhledem k vétSim buiikdm a vyS$$imu obsahu
vody ve vychozim materialu,

e degradovana DNA, coz mohlo byt zptisobeno pii dozravani ovoce nebo pii samotné
izolaci DNA,

e pritomnost inhibitor(, které se ireverzibilné vazou k DNA jiz pfi izolaci [9], [79].

Tato metoda mikroizolace se ukazala optimalni pouze pro vzorky kofene mrkve. Pro vzorky
ovoce je nutna dalsi optimalizace, naptiklad vyuziti PVP [79].
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6.3 PCR s primery ZD _fora ZD_rev

Tyto primery byly navrzeny pro amplifikaci iseku DNA dlouhého asi 350 bp. Produkt PCR
této délky je vhodny pro sekvencovani a porovnani sekvenci. Do termocykleru byly zavedeny
nové programy ZDGRA a ZD21 (viz Tabulka 8). Nejprve probéhlo testovani vhodné teploty
hybridizace s DNA pozitivni kontroly N. tabacum o koncentraci 1 ng/ul. Hybridizace probihala
v rozmezi teplot 50-60 °C (ZDGRA) a 50-70 °C (ZD21). Na zaklad¢ vysledku téchto dvou
PCR byla vybrana teplota hybridizace 60 °C a do termocykleru byl zaveden dal$i program
350 ROST. Poté byla provedena PCR s DNA izolovanou z homogenatu piipraveného z 0,1—
0,4 g kofene mrkve. Jelikoz byla negativni kontrola detegovana jako pozitivni, byla opét
provedena PCR s programem ZD21, tentokrat vSak s negativni kontrolou (do PCR smési byla
pfidana voda misto DNA matrice) a byla pfiddna jind polymeraza. Opét byly amplifikovany
a detegovany produkty o velikosti asi 350 bp v rozmezi teplot 50-61,8 °C. Na zakladé
predpokladu, ze vyuzivana Taq DNA polymeraza neni dostate¢né piecisténa, byla tato PCR
zopakovana s bakterialni DNA L. casei o koncentraci 1ng/ul. Vtomto piipadé byly
amplifikovany a opét detegovany produkty PCR o velikosti asi 350 bp Vv rozmezi teplot
hybridizace 50-61,8 °C o piiblizné stejné intenzité. Nebylo tedy prokazano, Ze uvedené
primery nasedaji na bakterialni DNA. Pravdépodobné ale nejsou specifické jen pro rostlinou
DNA. V DNA polymeraze mizou zustavat napi. stopy kvasinkové DNA. V literatuie je
uvedeno, ze 1 jedina pfitomnd exogenni molekula miize vést k faleSné€ pozitivnimu vysledku.
Tudiz i nedostatecné Cisté komponenty pro izolaci DNA nebo PCR komponenty mohou piispét
k tomuto vysledku [59].

6.4 Optimalizace PCR s primery 18S_for a 5,8S_rev

Vzhledem Kk casté pfitomnosti Smouh pii detekci produktt PCR s primery 18S_for
a5,8S_rev byla provedena optimalizace teploty hybridizace. Po provedeni PCR ZD21
(viz Tabulka 8) s gradientem teplot hybridizace 5070 °C s pozitivnimi kontrolami N. tabacum
a L. casei 1ng/ul a negativni kontrolou byly amplifikovany a detegovany produkty PCR
o velikosti asi 700 bp pouze po amplifikaci DNA pozitivni kontroly N. tabacum 1 ng/ul.
Bakterialni DNA L. casei nebyla amplifikovana, ¢imz byla ovéfena specifita primert 18S_for
a5,8S_rev pro rostlinnou DNA. U amplifikaci provedenych s negativni kontrolou bylo zjisténo,
7e vyrazné $§mouhy na gelu se tvoii pii teplotach 53,2-64,6 °C (). Smouhy jsou intenzivni
a prekryvaji pfipadné PCR produkty. Na zakladé toho byla provedena PCR s teplotou
hybridizace 52 °C a pozitivnimi kontrolami N. tabacum a B. oleracea 1 ng/ul. Byly
amplifikovany a detegovany oc¢ekavané produkty PCR (asi 700 bp) u obou pozitivnich kontrol.
Smouhy byly vyrazné méné intenzivni. V negativnich kontrolach PCR produkty detegovany
nebyly.

6.5 lzolace rostlinné DNA z potravinovych vyrobki pro déti

Z potravinovych vyrobkl rostlinného ptiivodu uréenych pro déti byla provedena izolace
DNA pomoci magnetickych nanocastic funkcionalizovanych poly-L-lysinem (0,2 mg/ml),
ptipadn¢ bez nich (DNA ziskana srazenim homogenatu isopropanolem). Magnetické
nanocastice PLL jsou mensi, a proto maji vétsi povrch umoznujici navdzani velké mnozstvi
ligandt [54]. Pii ovéfovani kvality izolované DNA amplifikaci v PCR byl v pfipadé délky
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amplikonti 700 bp detegovan pouze jeden produkt PCR, a to po amplifikaci DNA izolované
pomoci magnetického separatoru z vyrobku Hami prvni mrkvicka. DNA vSech vyrobki byla
10x vyfedéna a opét byla provedena PCR s primery pro produkty o velikosti asi 700 bp.
technologickym zpracovanim pouzitych vyrobku (sterilace, vafeni, aj.), které vedou
k degradaci DNA [35], [80]. Na zaklad¢ téchto vysledki byla DNA piesrazena ethanolem
a zakoncentrovana do mensiho objemu [11], [59]. Dale byla provedena PCR s primery 26S_for
a 26S_rev. Velikost produktai PCR byla asi 220 bp. Velikost amplikonu pro analyzu
zpracovanych vyrobkt by méla byt asi 200 bp [81]. Tyto produkty PCR byly po amplifikaci
detegovany u skoro kazdé DNA, ¢imz byla potvrzena fragmentace DNA. Produkty PCR vétsi
intenzity byly amplifikovany s pouzitim DNA, kterd byla izolovdna pomoci magnetickych
nanocastic PLL separovanych magnetickych separatorem.

6.6 Porovnani efektivity testovanych zpisobu izolace DNA zruznych typu
vzorki

Vlastnosti rostlinného materidlu ovliviiuji vybér izola¢niho postupu DNA. Pfi pouziti
rostlinnych materiald, které obsahuji tvrdd pletiva je homogenizace kopistem néarocna
a pro homogenizaci by bylo jednodussi vyuziti naptiklad kapalného dusiku.

Vyrazné vyssi mnozstvi DNA bylo dle vysledka spektrofotometrického stanoveni izolovano
s vyuzitim magnetickych ¢astic (PGMA a PLL) a magnetické jehly. Tato skute¢nost odpovida
jak u DNA izolované magnetickymi mikro¢asticemi PGMA (2 mg/ml) z homogenatti s CTAB
s ptidavkem chloroform-oktanolu a isopropanolu ptipravenych z 0,2 g rostlinného materialu,
tak u DNA izolované magnetickymi nanoc¢asticemi PLL (0,2 mg/ml) z homogenati s CTAB
s pfidavkem chloroform-oktanolu a isopropanolu piipravenych z 0,5 g vyrobki. DNA se vsak
polyfenoly a polysacharidy. DNA byla degradovana. Kratké PCR produkty byly detegovany
ptes spektrofotometricky stanovené nizké koncentrace DNA. Po amplifikaci DNA izolované
magnetickymi ¢asticemi v kombinaci s magnetickym separatorem. Proto je vyuZiti této metody
zatim nejoptimaln&j$im postupem pro izolaci rostlinné DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR
Z vybrané zeleniny, ovoce a vyrobkd.

6.7 Ovéreni specifity amplikonu

Byla ovétena specifita amplikonu stépenim restriktdzami deoxyribonukledazami. Produkty
PCR nemusely byt pted restrikénim $tépenim precistény. Experimentalni vysledky se ptiblizné
shoduji s teoretickymi vysledky restrikéni analyzy (viz Obrazek 26 a Obrazek 28). Stépenim
enzymem EcoRV byla potvrzena pritomnost rostlinné DNA, nebot’ se jedna o konzervativni
sekvenci v rostlinnych genomech [82], [83]. Stépenim enzymem Nlalll, jehoZ cilové misto je
specifické pro biologicky druh Daucus carrota byla ovéfena pfitomnost amplikonu z mrkve.
Timto zpisobem by mohla byt oveéfena pfitomnost jednotlivych rostlinnych slozek
V potravinovych vyrobcich.
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7 ZAVER

V experimentalni ¢asti byla testovana mikrometoda izolace rostlinné DNA ze vzorki
zeleniny (kotfen mrkve), ovoce (hruska, jablko, citron a mango) a z potravinovych vyrobki
pro déti. Tato metoda umozituje izolaci DNA pomoci magnetickych €éastic z homogenati
s CTAB s piidavkem chloroform-oktanolu a isopropanolu. Metoda se prokazala jako velmi
ucinna pii izolaci DNA z Cerstvého kofene mrkve a vyrobkl. VEtsi vytézek DNA z Cerstvého
materidlu poskytovala magnetickd jehla pfi porovnani s magnetickym separatorem. AvSak
u upravenych vyrobki tomu bylo naopak. DNA izolovana z ¢erstvého kotene mrkve byla
V odpovidajici kvalité pro provedeni PCR. Pomoci specifickych primert byl amplifikovan tusek
rostlinné rDNA a nasledné po agardzové gelové elektroforéze byly detegovany amplifikacni
produkty o¢ekavané délky (asi 700 bp). PCR produkty této velikosti byly v jednom piipadé
detegovany také po amplifikaci DNA izolované z hrusky. Ostatni vysledky nebyly
reprodukovatelné. U potravinovych vyrobki byly u vétSiny produkti detegovany pouze
produkty amplikonti o velikosti asi 220 bp, zatimco produkty amplikonu 700 bp detegovany
nebyly. Neschopnost amplifikace del§ich amplikont pravdépodobné souvisi s degradaci DNA
na krat$i fragmenty vlivem technologickych postupt pfi zpracovani rostlinného materilu.
Specifita amplikoni byla u mrkve prokézana stépenim produktti PCR selektivnimi restrikénimi
enzymy. Pro riizné typy potravinovych vzorkil je nutno metodu dale optimalizovat.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
bp — par bazi

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — 2’-deoxynukleotid-5"-trifosfat

dsDNA — dvouvlaknova DNA

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

ELISA — analyza s enzymem vazanym na imunosorbet
PCR — polymerazova fetézova reakce

PDI — index polydisperzity

PEG - polyethylenglykol

PGMA — polyglycidyl methakrylat

PLL — poly-L-lysine

gPCR — kvantitativni polymerazova fetézova reakce
RNA — ribonukleova kyselina

SSDNA — jednovldknova DNA

TBE — Tris-borat-EDTA

TE —Tris-EDTA

UV — ultrafialové svétlo
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