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Abstrakt

Diplomovéa préaca bola zamerana na porovnanie dvoch mikroizola¢nych metéd DNA s vy-
uzitim magnetickych castic z potravin rastlinného poévodu. Vzorky mali r6znorodé, kom-
plexné matrice a boli v surovom (brokolica, list z jahodnika obecného) alebo technologicky
opracovanom stave (jahodovy dZem). Prvd metéda vyuziva na manipuldciu magnetickych
castic magneticky separator a sluzila ako standart pri porovnani. Druhd metéda vyuziva
paramagnetick ihlu, ktorej vyhodou by mala byt moZnost izolacie DNA vo vysSej kvalite
bez vyraznej kontaminacie polyfenolickymi latkami ¢i proteinmi. Vhodnost metédy bola
vyhodnotena statistickym porovnanim vysledkov ziskanych obidvomi metédami. Kvalita
DNA bola postdena testovanim amplifikovatelnosti izolovanej DNA pomocou PCR. Am-
plifikované produkty boli vizualizované na agarézovom gély pomocou elektroforézy.

Abstract

The aim of the thesis was the comparison of two DNA microextraction methods with
the use of magnetic beads from food of plant origin. Samples had disparate and complex
matrices and were either raw (broccoli) or processed (strawberry jam). The first method
uses a magnetic separator for the manipulation of magnetic beads and was used as a stan-
dart for the comparison. The second method uses a paramagnetic needle, the advantage
of which should be the possibility to isolate DNA of higher quality without a significant
contamination by polyphenolic compounds or proteins. The former method was valida-
ted by statistic analysis of results obtained from both methods. DNA quality was judged
by testing the amplificability of isolated DNA via PCR. The amplified products were
visualised on an agarose gel with electrophoresis.
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1. Uvod

Bezpecnost a dohladatelnost potravin patria medzi dolezité ¢innosti vykondvané Stét-
nymi kontrolnymi orgdnmi a prevadzkami, ktoré su siucastou potravinarskeho priemyslu.
Kvalitné suroviny s nevyhnutné pre produkciu potravin s adekvatnou nutri¢nou hodno-
tou a prijatelnou chufou. Kontroly kvality st realizované pomocou viacerych laboratér-
nych testov, ktoré predstavuju zdklad systému dohladdvania povodu potravin. Kontrola
autenticity sa zameriava najmi na metédy analyzy proteinov alebo sekvenci DNA. Prote-
omické metody pozostavaju z imunologickych testov, elektroforetickych ¢i chromatogra-
fickych technik. Tieto pristupy st vhodné najmé pre cerstvé a technologicky neopracované
potraviny, pri polotovaroch a tepelne, chemicky ¢i mechanicky upravenych potravinach
sa vyznacuju nizkou efektivitou. V tychto pripadoch je vhodné pouzit molekuldrne di-
agnostické metédy na analyzu DNA, ktoré moézu byt aplikované ¢i uZz na technologicky
upravené vyrobky, alebo potraviny s komplexnymi matricami. Informacie ziskané z ana-
Iyzy DNA st castokrat lahSie interpretovatelné a DNA je pomerne lahko izolovatelné aj
v pritomnosti dal$ieho organického materidlu.

Pre Gspesnu analyzu je nutné zaistit aby izolovand DNA bola v dostatoc¢nej kvalite a
mnozstve. Castou metédou pouzivanou pri skiimani autenticity je polymerazova refazova
reakcia (PCR), ktora je citliva na pritomnost inhibitorov vo vzorke DNA. Pri rastlinnom
materidle sa Casto jednd o zmes polysacharidov, fenolov a sekundarnych metabolitov.
Vzhladom na rozmanitost rastlinnych vzoriek je nutné metddy casto optimalizovat na
konkrétny pripad, alebo pouzif komeréne dostupné kity. Vyrazné usilie bolo vynaloZzené
na vyvoj mikrometdéd za pouZitia malych objemov a bez toxickych rozpustadiel. Pri mo-
dernych pristupoch overenia autenticity potravin ako next-generation sequencing (NGS)
(sekvendacia druhej generacie) a DNA barcoding je kvalita DNA este dolezitejsia. Volba
spravnej izolacnej metédy je teda zakladnym kamenom kazdej analyzy genetického ma-
terialu.



2. Teoreticka cast
2.1. Extrakcia DNA

Zésluhu o prvi Gspesnu izolaciu DNA si moze pripisat §vajciarsky fyzik Friedrich Mie-
scher. Dufal, Ze sa mu podari objasnit fundamentélne principy Zivota a chemické zloZenie
bunky. Pokusal sa izolovat bunky z lymfatickych uzlin pre jeho experiment, avSak ziskat
dostato¢né ¢istu vzorku lymfocytov sa ukézalo byt velkou prekazkou.

V zaciatkoch sa Miescher stustredil na rézne typy proteinov a ukéazal, Ze proteiny su
majoritnou zlozkou bunkovej cytoplazmy. Pocas jeho experimentov si vSimol, ze latka
ktora sa vyzraza z roztoku po pridavku kyseliny sa znovu rozpusti po pridavku zasady.
Toto bol prvy krat, kedy sa mu podarilo ziskat vyzrazani DNA. Na separaciu DNA od
proteinov vyvinul Miescher novy protokol na separaciu bunkového jadra od cytoplazmy a
potom izoloval DNA [1].

Molekularne diagnostické metédy sa stavaji Coraz castejsimi technikami na detekciu a
identifikaciu $pecifickych organizmov. Tieto metddy sa spoliehaji na schopnost detekovat
konkrétne DNA sekvencie v genéme cielového organizmu. Metodolégie zalozené na DNA
zaznamenali vyrazny pokrok, st takmer nezastipitelné vo vicSine biologickych oborov,
zahfnajuc diagnostiku ochoreni, forenzné aplikacie a detekciu niekolkych patogénnych
mikroorganizmov v klinickych, enviromentalnych a potravinovych vzorkéach. Zo vsetkych
pouzitelnych technik st metdédy zaloZené na amplifikdcii DNA najpouzivanejsimi, vzhla-
dom na ich jednoduchost, citlivost, Specifickost, opakovatelnost a schopnost detekovat
stopové mnozstva cielovej DNA. Uspesnost identifikicie zévisi na viacerych faktoroch,
jednym z klucovych krokov zaistujicich presni, konzistentni a tspes$nu identifikdciu je
extrakcia DNA.

Vicsina protokolov publikovanych v priebehu poslednych par rokov sa od seba lisi
pouzitou stratégiou izolacie. Zakladom tychto metdd je tepelna, chemicka enzymaticka,
mechanickd 1yza buniek, alebo ¢asto aj ich kombinacia. Tym padom v zavislosti od cielu
extrakcie a typu vzorky je nutné pouzitie odlisnych technik. Kvalita a kvantita extraho-
vanej DNA ovplyviiuje skdlu downstream procesov pouzitelnych pre analyzu, kedze kazda
metéda mé rozliénu citlivost, tak mézu pozadovat rozlicna kvantitu DNA a ¢istotu, kym
moze byt ich pouzitie brané v tvahu [2].

2.1.1. Extrakcia rastlinnej DNA

Detekcia rastlinného povodu potravin vyzaduje izolaciu DNA bez inhibitorov a v
dostatocnej kvalite a kvantite. Extrakcia z potravinovych produktov, ktoré su v prie-
behu produkcie upravované, predstavuje problémy a limitacie, a preto vyzaduje Specidlne
pristupy. Tym Ze rastlinny material a jeho DNA podlieha pri iprave potravin degradacii
spdsobuje problémy pri polymeréazovej retazovej reakcii. Spracovanie potravin zahfiia me-
chanicky stres, vysoké teploty, vykyvy pH a fermentaciu. Tieto kroky mozu ovplyviiovat
primarnu struktiru DNA a sposobuji napriklad hydrolyzu, oxidaciu a deaminaciu DNA.
Mechanizmus posobenia zvysenej teploty na DNA je zalozeny na depurinacii a deamina-
cii. Pri teplotach nad 100°C dochadza ku vyraznemu stiepeniu vldkien a nevratnej strate
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sekundarnej struktiry, napriek tomu pri teplotach pouzivanych na sterilizaciu nedocha-
dza k tuplnej degradacii pritomnej DNA. Pri manipulécii so surovymi materidlmi, mézu
byt strizné sily jednymi z prvych, ktoré zahajuji fragmentaciu DNA. Mechanicky krok
pri spracovani sojovych bobov a to konkrétne ich mletie malo za néasledok vyraznejsiu
degradaciu DNA a samotné tepelné opracovanie pri vyrobe sojovych napojov a tofu. Me-
chanicka degradacia nie je pozorovana iba pri spracovani potravin ale takisto je spojena
aj so samotnou purifikaciou a extrakciou DNA. Strizné sily st spojené s mieSanim, cent-
rifugéciou, filtrovanim a dalsimi beznymi laboratérnymi operaciami [3, 4]. Spracovavanie
potravin pri kyslom alebo zasaditom pH predstavuje doélezity krok pri produkci potravi-
novych produktov a ¢asto moze byt povodcom hydrolytickej degradacie DNA. Pri kyslom
pH st puriny odstranované z nukleovych kyselin ako vysledok stiepenia N-glykosidickych
vizieb. Postupne st hydrolyzované aj najblizsie 3’,5’-fosfodiesterové vizby a dochadza ku
Stiepeniu DNA na kratsie fragmenty [5]

2.2. Extrakéné metody

2.2.1. Tradiéné metddy

Pletiva vicsiny rastlinnych druhov obsahuju velké mnozstvéa sekundarnych metaboli-
tov. Tieto latky mozu byt odvodené z mnohych biosyntetickych dréh a hraja doleziti rolu
pri homeostazy organizmu. Komplexné polysacharidy st zodpovedné za osmoreguléaciu a
ochranu pred vysychanim organizmu rastlin. Pritomnost tychto rastlinnych sekundérnych
metabolitov moze spdsobovat problémy pri extrakcii DNA. Niekto koprecipituju s DNA
pocas extrakcie a inhibuju dalsie enzymatické modifikdcie DNA, zahfniajic Stiepenie restri-
kénymi polymerazami a PCR. Velké mnozstva komplexnych polysacharidov neumoziuji
izolovat DNA pouzitelnt na dalSie analyzy a to najmé kvoli vysokej viskozite vodnej fazy
¢im znemoznuju efektivnu separaciu DNA od kontaminujtcich polysacharidov.

Viacero metdd bolo vyvinutych na nariedenie, selektivne vyzrazanie alebo inaktivaciu
kontaminujticich latok. Na odstranenie polysacharidov st pouzivané vyssie koncentracie
cetyltrimethylammonium bromidu (CTAB) a to poc¢as prvotného extrakéného kroku alebo
pocas viacerych krokov. Vyssie koncentracie CTAB s pridavkom polyvynilpyrrolidonu
(PVP) alebo polyvinylpolypyrrolidonu (PVPP) mozu pomoct odstranif kontaminujice
polyfenoly. Dalej niektoré protokoly odporti¢aju pouzitie askorbovej kyseliny, diethylthio-
karbamovej kyseliny (DIECA) a 2-merkaptoetanolu na obmedzenie oxidacie a degradacie
DNA [6].

2.2.2. Mikroextrakcia na pevnej faze

V analytickej chémii je mikroextrakcia na pevnej faze jednou z najpopulérnejsich, eko-
logicky prijatelnych technik pouZivanych na pripravu vzoriek. Tato technika vyluc¢uje dve
hlavné nevyhody klasickej extrakcie na pevnej faze (SPE) a to, ¢asovo naro¢ni extrakciu
a pouzitie organickych rozpustadiel. Umoziiuje analyzu vzoriek vSetkych skupenstiev aj s
komplikovanymi matricami. Mikroextrakcia sa skladd z dvoch fundamentalnych krokov.
Adsorpcia analytu na povrch sorbentu a desorpciu analytu za pouzitia teploty.

10



V poslednych rokoch sa magnetické cCastice dostali do stredobodu zaujmu v analy-
tickych vedach. Magnetickd extrakcia na pevnej fazy zahina pridavanie magnetickych
castic do roztoku obsahujiceho vzorku. Magntické jadro tychto castic je pokryté oxidmi
hliniku, réznymi polymérmi, alebo silikagelom pouzitim sol-gel techniky. Funkéné sku-
piny moézu byt na ich povrch naviazané pomocou silanizacie. Analyty st adsorbované na
povrch tychto magnetickych Castic a potom st separované z vodného roztoku pomocou
vonkajsieho magnetického pola [7].

2.2.3. Magnetické castice

Magnetické cCastice sa vyznacujui mnohymi prednostami, ktoré si uplatnitelné v $i-
rokej skale oborov, ako biokatalyzatory, oznacovanie buniek, detekcia, bioseparacia, od-
stranenie kovov a cielend donéska lie¢iv. Na prisposobenie castic aby boli schopné vi-
azat biomelukuly st potrebné povrchové modifikicia alebo funkcionalizdcia za pouZitia
polymérov. Svoje magnetické vlastnosti ziskavaji pomocou enkapsulacie nanocastic mag-
netickej latky, ako napriklad oxid Zelezity vo vnutri polyméru. Supramagnetizmus mdze
byt pozorovany pri pouziti zelezitych ¢astic vo velkosti radu nanometrov. Castice sa sté-
vaju okamzite magnetizovanymi pri vystaveni magnetickému poélu, ale svoj magneticky
moment stracaji akonahle je magnetické pole odstranené. Magnetické castice je mozné
pouzif na izolaciu nukleovych kyselin priamo z hrubého lyzatu buniek, vdaka ich mag-

netickym vlastnostiam je ich mozné odstranit jednoducho a to aj z viskéznych roztokov
8, 9.

Vzorka EtOH Eluény pufor DNA
Lyzaény pufor Magnetické éastice Odstranenie

E ->. -)C@ -)Cj

Obréazok 2.1: Schéma priebehu magnetickej extrakcie na tuhej fazy, prebrané z [10]

supernatantu i

2.2.3.1. Fyzikalne vlastnosti

Castice by mali byt s ohladom na ich tvar gulovitého tvaru, kvéli lepsim hydrodyna-
mickym vlastnostiam a niz$ej tendenci sa rozpadnut. Dva dalSie velmi dolezité parametre
st velkost Castic a index polydisperzity. VSeobecne ¢im potrebujeme vicsiu viizobni ka-
pacitu castic, tym mensi bude ich rozmer. Nevyhodou je Ze magneticka sila posobiaca
na Castice sa linearne znizuje ich pomerom medzi objemom a magnetizaciou. Magnetické
vlastnosti ¢astice je mozné optimalizovat zvySenim obsahu magnetického materidlu, tym
ale rastie aj ich rychlost sedimentéacie, kedze oxidy Zeleza si omnoho hustejsie ako voda.
Kompromisom st castice s dobrou magnetickou odozvou a dostatoénym Specifickjm po-
vrchom. Distribtcia velkosti ¢astic by mala byt idedlne monodisperznd, aby sme zaistili
Castice s dobre definovanymi fyzicko-chemickymi vlastnostami [11].
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2.2.3.2. Priprava magnetickych cCastic

Zelezo, nikel a kobalt st tri zndme prvky s feromagnetickymi vlastnostami. Existuje
viacero magnetickych materidlov zahtnajic kovy, zliatiny a ferritov, ktoré su zalozené na
feromagnetickych materidloch. Oxidy kovov ako Fe3O, alebo y-Fe; O3 st ¢asto pouzivané
pri mnohych aplikdciach vdaka ich jednoduchej syntéze, kontrolovatelnej magnetizacii,
superparamagnetizmu a nizkej toxicite. Naviac oxid Zelezity je prirodny mineral, ktory
vykazuje najvicsi magnetizmus. Castice primarnych oxidov Zeleza vsak ¢asto agregujt
do velkych zhlukov a stracaji svoje jedinecné vlastnosti spojené s vyskytom izolovanych
Castic [12].

Dalsim trendom je pouZitie iénov§ch kvapalin, skupina soli s prijatelnym hranicami
kvapalnosti. Maju vela zaujimavych vlastnosti ako nizka volatilita, dobra tepelna stabilita,
znovupouzitelnost a velké rozmedzie viskozit. Magnetické i6nové kvapliny st $pecidlnou
podskupinou pretoze silne interaguji s vonkajsim magnetickym polom. Najvécsou pre-
kazkou nasadeniu tohto pristupu do praxe je kompromis medzi dostatocnou interakciou
s magnetickym polom a dobrym hydrofébnym charakterom, aby bola umoznena separa-
cia vo vodnom roztoku. Extrahovana DNA bola dostato¢nej kvality a bez modifikovanej
sekvencie, takZe tento postup by mohol byt vhodny na budutce aplikacie [13].

V stcasnosti je najcastejsie pouzivanym materidlom na obal magnetického jadra sili-
kagel, ktory na svojom povrchu moze niest rozne funkéné skupiny. Silikagel je vyuzivany z
dovodu velmi dobrej dostupnosti tohto materialu, ale aj vdaka jeho $pecifickym vlastnos-
tiam. Obal zo silikagelu sa vyznacuje vysokou tepelnou a mechanickou stabilitou, a jeho
povrch méze byt Tahko modifikovany ¢ uz organickymi alebo anorganickymi funkénymi
skupinami cez silanové skupiny. Volné silanové skupiny mozu prispievat ku adsorbci polér-
nych zltcenin. Naopak, modifikicia silikagélového povrchu vymenou volnych silanovych
skupin za amino skupinu -NHjy znizuje interakciu medzi vysoko polarnymi adsorbovanymi
zli¢eninami na povrchu a sorbentom, ¢im umoznuje ich extrakciu.

Silikagel moze byt naneseny na povrch magnetického jadra s vyuzitim sol-gelovej tech-
niky. Vyuzitie Stoberovej metédy umoziiuje kontrélovat velkost, porozitu a morfolégiu
magnetickych castic. Castice ziskané tymto sposobom st pecifické svojou sfericitou a
uniformnou disperziou. Sol-gelova metdoda zahina pridavok ethanolu, deionizovanej vody
a amoénnej vody ako katalyzatoru do reakénej nadoby za staleho mieSania pri Specifickej
teplote. K pripravenému roztoku je priddvana zmes tetraethoxysilanu (TEOS) a ethanolu
za staleho mieSania, ktoré mdze byt nahradené ultrazvukovym sonikatorom. Cely proces
prebieha v atmosfére inertného plynu. Nasledne dochadza ku hydrolyze Si-O vizieb v
TEOSe a formécii hydroxylovych vizieb a kondenzacii za vzniku silikagelovej siete [14]

Povrch magnetického jadra moze byt taktiez upraveny prirodnymi, alebo syntetickymi
polymérmi. Prirodné polyméry st pouzivané najmé na biomedicinske aplikicie z dévodu
ich biokompatibility ako napriklad dextran, skrob alebo albumin. Vela prirodnych polymé-
rov vSak nemé dostatoénit mechanicktl pevnost. Preto st pouzivané syntetické polyméry
ako polyethylenglykol (PEG), polyvinylalkohol (PVA), kyselina poly-L-mlie¢na (PLA),
alebo historicky najviac pouzivané polyméry ako polystyrén (PS) a polymethylmethakry-
lat (PMMA). Vyuzitie polystyrénu je vSak limitované jeho hydrofébnymi vlastnostami.
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Obrazok 2.2: Syntéza silikagelom obalenych magnetickych castic s povrchovou modifika-
ciou amino skupinami na separaciu lie¢iv, prebrané z [14]

Castym javom sprevadzajicim pouzitie hydrofébneho materialu je adsorbcia proteinov na
povrch castic. Adsorbcia ma negativny vplyv na stabilitu DNA pocas dlhodobého sklado-
vania, kedze koextrahované nukleazy mozu stiepit DNA. Pouzitie hydrofilnych polymérov
na baze P(HEMA )-poly(2-hydroxyethylmethacrylate) a PGMA zmiernilo efekt adsorbcie
proteinov na povrch ¢astic [15, 16].

Nové pristupy cCasto pouzivaji materidly zalozené na uhliku ako sorbenty. Magne-
tické uhlikové trubicky (mCNT) st jednym z prikladov. Svoj povrch maji modifikovany
tak, aby niesol zaporny naboj a pridanim zeleznych alebo nikelnych iénov dochadza ku
elektrostatickej interakcii. Tieto kovové idény casto pdsobia ako nuklea¢né prekurzory na
naslednu agregaciu Fe3O4 nanocastic. Uhlikové trubicky boli tispesne pouzité ako sorbenty
pri extrakei na pevnej fazy alebo ako chromatografické stacionarna faza. Medzi dalsie pou-
zivané materialy patri graphene alebo nanokarboény ziskané z alternativnych uhlikovych
zdrojov ako je glukéza [17, 18].

2.2.4. Automatizovana extrakcia

Samotna extrakcia DNA je krok, ktory pri analyze DNA zabera relativne vela ¢asu a je
velmi nachylnéd na chybovost personélu v laboratériu. S vyuzitim magnetickych castic je
mozné proces automatizovat a tym minimalizovat prispevok individualnych chyb a takisto
proces urychlif. Samotnych automatiza¢nych pristupov bolo vyvinutych pomerne velké
mnozstvo. Prietokovy systém zahfnia nadobu obsahujicu lyzacny pufor so silikagelovymi
magnetickymi ¢asticami a permanenty magnet, ktorym je mozné kontrélovat pohyb mag-
netickych castic. Po lyze buniek je uvolnend DNA naviazand na magnetické Castice, ktoré
st néasledne vpustené do kapilary obsahujicej premyvaci roztok (70% EtOH). V okoli
kapilary st po obidvoch stranach rozmiestnené permanentné magnety, ktoré spésobuju
pohyb castic medzi stenami kapilary a tym zefektiviiuju ich premytie. Na konci procesu
su Castice z kapilary prenesené do mikroskiimavky obsahujtcej eluacny pufor do ktorého
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je uvolnena ¢ista DNA. Cely proces je ovladany pomocou motoru a riadiacej jednotky [19].

Akt
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Nadoha

— =
> 'y I|'I {}
2
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|
Premyvaci rnz‘tnk‘% v

Permanenté —ill

a vzorka
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70% EtOH

Sterilna voda

Extrahovana DNA—f— Skimavka
Obrazok 2.3: Diagram automatizovaného extrakéného zariadenia, prebrané z [19]

Svoje vyuzitie pri automatizacii nasli taktiez mikrofluidické ¢ipy. V kanaloch ¢ipov
tecie kvapalina lamindarnym tokom, ktory je charakteristicky nizkimy Reynoldsovymi
¢islami ¢o umoziniuje manipuldciu pritomnej kvapaliny s vysokou presnostou. Avsak la-
minarny tok vyrazne obmedzuje miesanie kvapaliny a tym sposoboval problémy pri po-
kusoch aplikovat mikrofluidické ¢ipy na biochemické procesy, kde je optimélne mieSania
nevyhnutné. V mikrofluidickych operaciach sa podarilo tito nevyhodu obist moznostou
imobilizacie biomolektl na povrchy a tym umoznit lokalizované reakcie. PouZitie magne-
tickych castic ako nosnych Struktir mé velké vyhody, kedZe zjednodusuju architektiaru
¢ipu, st lahko modifikovatelné a komercne dostupné. Pouzitim permanentnych magnetov
alebo elektromagnetov je mozné manipulovat s magnetickymi casticami [20].

Pouzitim mikrofluidického ¢ipu je mozné skratif proces extrakcie DNA na 15 mintt
pri pouziti stiepenej A-fagovej DNA ako vzorky. Uéinnost tejto extrakcie bola 50% bez
zésahu operatora, ¢im bolo mozné ziskat opakovatelnejsie vysledky [21].

2.3. Autenticita potravin

Spotrebitelia a potravinarsky priemysel sa stavaju ¢im dalej tym viac opatrnymi pri
produktoch, ktoré konzumuju alebo pontkaja. Vyber spotrebitela je zavysli na socio-eko-
nomickych faktoroch ako je kultiira, nabozenstvo, kvalita, cena, atp. Rychlejsi presun
informacii a globalizacia zmenili autenticitu potravin a bezpecnost na jeden z hlavnych
problémov, ktory si vyzaduje pozornost svetovych regulaénych organov.
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Pripady so zamenou jednotlivych zloziek potravin a infekcii prenasanych potravinar-
skymi produktami st prikladmi, ktoré nutia spotrebitelov aby rozliSovali medzi kvalit-
nejsSimi vyrobkami a ziadali pravdivé oznacCenie povodu a zloZzenia vyrobkov. Na do-
siahnutie kontroly tychto faktorov je nutny technicky pristup zahfnajici genomické a
proteomické metddy. Verifikacia a identifikacia jednotlivych zloziek potravin a ich mik-
robidlnych profilov je mozné dosiahnut testovanim potravin. Tieto laboratdrne testy su
jednym z klucov, ktoré umoziiuju predchadzat podvodom s oznacenim, alebo vyskytu
ochoreni. Samotné testovanie sa moze spoliehat na metodoldgie zameriavajice sa na pro-
teiny, metabolity alebo DNA obsiahnutt v potravine. DNA méa vyhodu vyssej stability
a je menej ovplyvnena spracovanim potravin ako proteiny ¢i metabolity, poskytuje tym
VAcSiu citlivost na testovanie je velmi uZzitoénym néastrojom pre agro-potravinarsky sek-
tor. Zo vSetkych dostupnych metéd, amplifika¢né metédy: najmé polymerazova refazova
reakcia (PCR) a real-time PCR st najpopularnejsie vdaka ich jednoduchosti, citlivosti,
Specificite, reprodukovatelnosti a schopnosti detekovat malé mnozstva cielovej DNA [22]

2.3.1. Molekularne techniky overenie autenticity

Molekuldrna analyza pre rozliSenie origindlnych (autentickych) potravin a prisad od
nedeklarovanych je hlavnou metodolégiou pri overovani autenticity. Napriek vyuzivaniu
tradi¢nych metdd ich postupne genomické a proteomické techniky vytlacaji a nahradzaju
tie povodné. Vzhladom na identickost DNA vo v8etkych bunkach organizmu nezévisi na
Casti organizmu z ktorej je DNA izolovana. Vysok4 stabilita DNA dalej umoznuje analyzo-
vaf aj potraviny ktoré boli tepelne, mechanicky ¢i chemicky opracované a takisto umozni
odhalit aj stopové kontaminanty. Molekuldarne metédy su priamo zavislé na vysoko Speci-
fickom amplifikovani konzervovanych fragmentov DNA - polymerazovej retazovej reakcii.
Na druhi stranu, proteiny mozu byt Specifickymi ukazatelmi pre mnoho vlastnosti po-
travinovych produktov, preto proteomické metédy mozu byt aplikované na systematické
vyhladdvanie novych proteinovych ukazatelov alebo aj peptidov. Vyhoda genomickych
metod spociva v moznosti amplifikdcie minimalneho mnozstva nukleotidovej vzorky, za-
tial ¢o proteomické identifikuju $pecificky produkt kodévany v DNA [24].

DNA markery, ktoré su zaloZzené na analyze unikatnych genetickych struktar st uni-
katne vdaka tomu, Ze nie st ovplyvnené fyziologickymi a enviromentalnymi podmienkami
vplyvajicimi na organizmus. Takisto nie st $pecifické pre jednotlivé pletiva a je ich mozné
detekovat v Tubovolnom $tadiu vyvoja rastliny. V porovnani s fenotypickymi a chemic-
kymi markermi, umoziiuju efektivnu, presni a finanéne nendro¢ni moznost testovania
autenticity stoviek vzoriek simultdnne. Geneticky marker moze byt definovany ako gén
alebo nukleotidova sekvencia na chromozdéme, ktory ma potenciél diferencovat bunku,
jednotliveov alebo druh. Kedze st DNA sekvencie Specifické, je mozné ich identifikovaft
pomocou znadmych molekuldrnych ukazatelov, ktoré dokazu odligit konkrétnu sekvenciu
DNA od skupiny neznamych [25].

V nukleotidovych sekvenciach identifikujui variacie nukleotidovej sekvencie gendému

DNA markery, ktoré mozu zvyraznit medzi a mimo druhoviu diverzitu. Maji velky in-
formacny potencial vdaka ich velkému poctu a stabilite. VSeobecne ich mozeme rozdelit
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Tabulka 2.1: Pouzivané PCR-technicky na analyzu potravin prebrané z [23]

Molekularne-diagnosticka Princip Vyuzitie

metoda

Polymorfizmus dlzky Produkty PCR st stiepené  Hovédzie, kuracie, konské a
restrikénych fragmentov restrikénymi enzymami, bravcéové méso
(PCR-RFLP) nasledované gelovou

elektroforézou alebo
blotting technikami. DNA
fragmenty mozu byt
vizualizované priamo alebo
pomocou oznacenych sénd

Nahodne amplifikovana Jeden primer [ubovolnej Ryby, zelenina
polymorfnd DNA nukleotidovej sekvencie je
(PCR-RAPD) pouzity na amplifikiciu

templatovej DNA na
roznych Specifikych
miestach kde produkuje
druhovo specificky profil
amplifikovanych fragmentov

DNA
Polymorfizmus dizky Genomicka DNA je najskdér  Ryby, olivovy olej,
amplifikovanych fragmentov Stiepena restrikénymi cestoviny
(PCR-AFLP) enzymami a nasledne s

pouzitim syntetickych
adaptorov ligovana,
nasleduje amplifikacia
pomocou PCR a tvorba
Specifického profilu

Multiplex PCR Viacero parov primerov je Rybie produkty, druhy
vyuzitych v jednej PCR safranu
reakci na amplifikaciu
roznych Specifickych DNA
sekvenci na rychlu analyzu

do troch skupin: hybridiza¢né markery ako polymorfizmus dlzky restrikénych fragmen-
tov (RFLP), markery zalozené na PCR ako nadhodny polymorfizmus amplifikovanej DNA
(RAPD), DNA Barcoding a sekventné markery ako polymorfizmus jedného nukleotidu
(SNP).

RFLP boli prvymi markermi pouzitymi na analyzu medzi a mimo druhovych variacii
na genomickej trovni. Varidcie mozu byt odhalené porovnanim $tiepenych DNA vzorov z
roznych vzoriek. Vyhodou RFLP markerov je ich opakovatelnost a dokaz autenticity via-
cerych typov vyrobkov. Napriek tomu je ich detekcia ¢asovo naro¢na, draha v sticastnosti
méalo pouzivana [26].
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Tabulka 2.2: Porovnanie pouzivanych DNA markerov, prebrané z [25]

RFLP RAPD AFLP ISSR SSR SCAR
Zastupenie Vysoké Velmi Velmi Stredné Stredné Vysoké
v gendéme vysoké vysoké
Mnozstvo  2-5 ug 15-30 ng 200-300 15-30 ng 30-50 ng 30-50 ng
pozadova- ng
nej
DNA
Opakovatel- Velmi Velmi Vysoka Stredna Velmi Velmi
nost vysoké nizka vysokéa vysoka
Moznost Obtiazne  Ano Nie ak je  Ano Ano Ano
automati- pouzita
zacie radioakti-

vita

2.3.2. Polymorfizmus dlZky restrikénych fragmentov (RFLP)

Tato metéda vyuziva amplifikdciu predom vybranych DNA fragmentov s vyuzitim uni-
verzalnych primerov, nasledovant Stiepenim s restrikénymi endonukleazami, ktoré rozpo-
znévaju Specifické kratke sekvencie (Styri az Sest nukleotidov) amplifikovaného fragmentu
a Stiepia DNA v tychto miestach. Tieto fragmenty mozu byt v dalsom kroku analyzované s
vyuzitim gelovej elektroforézy, kazda vzorka tvori unikatny Stiepny vzor, ktory moze byt
porovnany s referenénou vzorkou na urcenie autenticity. Vyvoj tejto metddy vyzaduje
informéciu o sekvenci vybraného DNA fragmentu aby mohol byt Stiepeny Specifickymi
endonukledzami [27].

RFLP bolo ispesne pouzité na overenie autenticity u vzoriek suseného mésa pochéa-
dzajuceho z piatich druhov chovanych zvierat. U vzoriek bolo preukazané nahradzanie
deklarovaného jacieho mésa hoviddzim. Rozlisenie druhov bolo zalozené na rozdieloch v
génovej sekvenci mitochondridlneho 12S rRNA génu. Rozlisenie vSak bolo mozné vdaka
predpokladu kontamindnt a porovnanim so $tiepnym profilom hovidzieho misa, vzhladom
na to je tato technika vhodna najmé pre vzorky kde je deklarovana prisada nahradzana
predom predpokladanymi ndhradami [28].

2.3.3. Polymorfizmus jedného nukleotidu (SNP)

Vyuzitie roznych markerov pri dohladdvani povodu potravin je vzdy sledované s vel-
kym zaujmom, najmi ak mozu poskytnif komplementarne informécie. Vyskytuju sa na
pozici jednej bazy v gendéme, pri ktorej exitujua dve rozne alely u jedincov v populécii alebo
medzi roznymi druhmi rastlin. Poc¢etnost najmenej frekventnej alely by mala byt vicsia
ako 1 %. Najvicsie technické inovéacie v analyze polymorfizmov DNA boli dosiahnuté
prave v obore polymorfizmov jedného nukleotidu. V genéme st rovnomerne distribuované
a patria medzi najpocetnejsie naprie¢ vSetkymi zivymi organizmami. Zaujem o SNP, ako
genetické markery pre dohladanie autenticity potravin, rastie z viacerych dovodov. Vi-
acero technolégii na detekciu polymorfizmov je zalozenych na amplifikicii velmi malych
fragmentov, preto je mozné tieto markery potenciilne pouzit aj na vysoko fragmentovani
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DNA. Naviac st SNP vhodné na automatizaciu a zdielanie dat medzi laboratériami. Na-
priek tomu Ze vela zavisi na genetickej Struktire druhu, je predpokladané ze 50 az 100
SNP poskytuje rovnaky level rozlisitelnosti druhov ako SSR (opakovania jednej sekvencie).
Navyse, kvoli nizkej informacnej hodnote SNP nie st vhodné pre analyzu komplexnych
vzoriek [29, 30].

2.3.4. Opakované jednoduché sekvence (SSR)

Tieto DNA markery st jednymi z najpouzivanejsich v agro a potravinarskom sektore
pri dohladavani autenticity. Maju vyhodu v tom Ze vychadzaju z PCR, ale v porovnani s
ostatnymi markermi, zavisi tispesna analyza na vyvoji vysoko presnych detekénych systé-
mov. Pri analyze je nutné mat schopnost rozlisit velkost jednotlivych fragmentov a takisto
aj rozlisit rozne fluorescenéné farbiva. Analyzatory DNA schopné detekovat fluorescencéné
farbiva a takisto aj roboty na automatick pripravu reakcii umoziiuji dosiahnut vysoki
efektivitu a takisto opakovatelnost, vdaka ¢omu klesa variabilita v rdmci laboratdria.

Spomedzi kodominantych markerov, maji SSR velmi méalo problémov s rozlicnou am-
plifikdciou, kedze alely SSR lokusu st ¢asto rovnakej velkosti. Kodominantné markery st
velmi uzitoéné pre produkty rastlinného pévodu, umoziiuji jednoduchsiu analyzu poly-
ploidnych a hybridnych druhov. Je predpokladané, ze vac¢sina komercénych druhov rastlin
st hybridy, vdaka ¢omu podévaji kodominantné markery viac informécii na rozliSenie
druhov rastlin [31].

SSR markery boli tspesne pouzité na odlisenie druhov rajc¢in, falo$ne oznacovanych
ako odroda San Marzano od pravych. Na analyzu bolo pouzitych 14 SSR lokusov, tktoré
boli vybrané kvoli ich vysokému polymorfizmu a schopnosti produkovat kratke PCR pro-
dukty. Uspesne sa podarilo amplifikovat iba tie, ktoré poskytovali po tispesnej amplifikéci
DNA fragmenty o dizke 94 a7 167 bp. SSR analjza potvrdila, ze nezéavisle na dizke ampli-
fikovanej sekvencie existuje limit vo velkosti amplikénov ked je pouzitéa genomickd DNA z
konzervovanych rajéin. Pouzitim DNA polymeraz s vysSou aktivitou by malo byt mozné
dosiahnut aj vécsie fragmenty, avsak malé velkost nepredstavuje limitaciu pre SSR, profi-
lovanie [32, 33].

2.3.5. Nahodne amplifikovana polymorfna DNA (RAPD)

Tato analyza je Specializovanym typom PCR, ktora zahfiia kratke primery s s lubovol-
nymi nukleotidovimi sekvenciami o dizke 10 bazovych péarov. Primery sa ndhodne viazu
na rozne miesta v genome. Po tspesnej amplifikacii kratkych fragmentov DNA je mozné
ich analyzovat pomocou agarézovej gelovej elektroforézy, kde polymorfizmy st identifiko-
vané na zaklade bandovych vzorov.

Analyza RAPD sa vyznacuje nizkou cenou a je ¢asto prvym krokom pri rozlisovani
rastlinnych druhov. Nevyhodou je neopakovatelnost, kedze primery sa viazu na ndhodné a
vzdy odlisné miesta v genéme [34]. Tato metéda bola preto pouzivana hlavne v minulosti,
z dovodu absencie kompletnych sekvenci vo verejnych databazach [35].
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Obrazok 2.4: Schéma analyzy RAPD, prebrané z [34]

2.3.6. Polymorfizmus dizky amplifikovanych fragmentov (AFLP)

Tato technika je zalozena na amplifikacii restrikénych fragmentov ligovanych ku syn-
tetickym adaptorom za pouzitia PCR. Fragmenty st nésledne amplifikované pouzitim
primerov. Primery obsahuji na 3’ konci 1-3 selektivne bazy, ktoré presahuji do restri-
kénych fragmentov za adaptéry, aby bolo mozné znizif pocet amplifikovatelnych bandov
z komplexného genému. AFLP generuje stovky informativnych genetickych markerov,
ktoré zvysuju Sancu detekcie druhovo a populacne specifickych polymorfizmov. Separa-
ciou amplifika¢nych produktov na polyakrylamidovych géloch ziskame 50 az 100 réznych
bandov, ktoré mozu byt lahko detekované a vyhodnotené. Medzi dalSie benefity AFLP
oproti ostatnym technikam je ich vysoky potencial na identifikdciu neznadmeho druhu,
kedze AFLP nevyzaduje predosli znalost druhu ktory sa snazime identifikovat [36, 37].

Genomova DNA

e -

§1iepenie endonukleazami (¥7) YY Y YY Y
Ligacia s adaptormi (BO) —a e
== CAGE
PCR primery s 1-3 bp EGTC————— CTC
nukleotidmi na 3' konci 3IGA—e
s UL |
Selektivna amplifikacia -
— GTC-——md T—— ) Elektroforéza -
fragmentov -

Obréazok 2.5: Schéma analyzy AFLP, prebrané z [38|
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2.3.7. DNA Barcoding

Nedostatok standardizacie a univerzality je najrelevantnejSim problémom moleku-
larne-diagnostickych metéd. V roku 2003 bol vyvinuty novy identifikacny systém DNA
barcoding vyskumnikmi z Guelph Univerzity. Tento pristup je zalozeny na analyze variabi-
lity vo vybranej oblasti genému oznacovanej ako " DNA barcode”. Tento systém sa ukazal
byt uzitoénym pri rieSeni taxonomickych problémov v niekolkych teoretickych a praktic-
kych aplikaciach. DNA barcoding nie je ¢isto inovativny pristup, pretoze molekularne-dia-
gnostické metody sa uz bezne pouzivali. Avsak, jeho vyhoda spociva v kombinovani troch
dolezitych inovécii: molekularizécii identifika¢nych procesov (vyskum variability DNA na
vyuzitie v taxonémii), Standardizécii metédy (od odberu vzorky az po analyzu moleku-
larnych vystupov) a automatizacii vdaka pocitacom.

Idealny DNA barcode vyzaduje dve fundamentélne vlastnosti: velké taxonomické po-
krytie a vysoku rozliSovaciu schopnost. Taxonomické pokrytie alebo univerzalita odkazuje
na spravnu amplifikaciu oblasti genému vybrant ako DNA barcode v najsirSom rozmedzi
druhov. Rozlisovacia schopnost umoziiuje presnu identifikaciu rozliénych druhov, zaloZent
na medzidruhovych rozdielov v barcodovej sekvenci. VSeobecne by teda DNA barcode mal
mat velk( variabilitu naprie¢ roznymi druhmi a mala variabilitu v rdmci jedného druhu

[39].

Izolacia ¢istej DNA o vysokej molekularnej hmotnosti je kritickou pre tispesnua aplika-
ciu molekularne-diagnostickych metdd. Toto moze byt ¢asto velkou prekazkou, kedze je v
upravenych rastlinnych vyrobkoch DNA casto degradovana alebo vzorka obsahuje velké
mnozstva polysacharidov, polyfenolov alebo dalsich sekundérnych metabolitov. Viaceré
komercné kity a upravené tradicné metédy st schopné izolovat DNA v kvalite vhodnej na
dalsiu analyzu. Pri ispechu PCR a velkosti amplikénov bola pozorovana negativna kore-
lacia. Pre poskodentt DNA je preto odportacané vytvorenie podmienok na vznik kratkych
amplikénov [40].

2.3.8. Sekvenovanie novej generacie

V poslednych rokoch je mozné pozorovat mohutny rozvoj v DNA sekvenacnych tech-
noldgiach. Sekvenacia novej generacie priniesla revolticiu v analyze DNA vdaka rychlosti,
vykonu a dlzke ¢tacieho ramcu. Oproti prvej generaci metéd ako Sangerovo sekvenovanie
priniesla 3 hlavné vyhody: kniznice st pripravované bez nutnosti bakteridlneho klonovania
DNA fragmentov, produkuje tisicky az miliény sekvenacii paralelne a vystup sekvenécia je
priamo detekovany bez nutnosti post-reakénej analyzy ako je napriklad elektroforéza [41].
Velké mnozstvo vytvorenych fragmentov sekvenovanim umoznilo velmi rychlu sekvenaciu
celych genémov. Toto sa stalo moznym aj vdaka mohutnému rozvoju v bioinformatike a
velkému vykonu modernych pocitacov [42]

Pri identifikacii konkrétnych druhov sa pouzivaju vSeobecne dve stratégie: sekvenacia
vybranych tsekov genému alebo sekvenovanie celého genému [43]. Pri sekvenovani urci-
tého tseku je nutné predom poznaf sekvenciu, ktord nam umozni rozlisit rozne druhy.
Téato sekvencia moze byt predom amplifikované pomocou PCR, tento pristup bol pouzity
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na prekdzanie pritomnosti geneticky modifikovanej kukurice a séje [44].

Sekvenovanie celého genému naslo uplatnenie takisto pri geneticky modifikovanych
potravinach, kde nédm znalost vloZenej sekvencie v genému umoziiuje identifikovat pri-
tomnost geneticky modifikovaného materiadlu vo vzorke. Pritomnost GMO je preukizana
pritomnostou vloZenych transgennych sekvenci a porovnanim s genémom rastliny aby bolo
mozné identifikovat sekvencie ohranicujice vloZzenu sekvenciu. V poslednom kroku st tieto
sekvencie zarovnané s referen¢nym rastlinnym genémom a modifikovanym genémom. Tato
stratégia sekvenacie celého genému bola tspesne aplikovana na geneticky modifikovani
ryZu, mix modifikovanej a nemodifikovanej ryze a umoznila ich rozliSenie [45].
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3. Ciel prace

Cielom prace bolo porovnanie dvoch metdd extrakcie DNA, tieto metddy sa lisili v pou-
ziti separacného zariadenia - paramagnetickej ihlu a magnetického separatora s vyuzitim
magnetickych castic. Vysledky izolacie DNA boli statisticky porovnané na vyhodnotenie
metddy, ktora je vhodnejsia na izolaciu DNA. Kvalita izolovanej DNA bola vyhodnotena
pouzitim spektrofotometra a takisto bola overend amplifikovatelnost izolovanej DNA po-
mocou konvencnej polymerazovej refazovej reakcie.
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4. Material
4.1. Vzorky

Ako vzorky boli pouZité potraviny uvedené v zozname. Vzhladom na odli$ny charakter
vzoriek (tepelne opracované, viskézne, surové) boli pouzité odlisné navazky.

e List jahodniku obecného (Fragaria Vesca)
Na izolaciu DNA zo vzorky bola pouzitda navazka 300 ug z cerstvej vzorky listu
jahodniku obecného. Nepouzita vzorka bola uchovavana pri -20*C.

e Ruzica brokolice (Brassica oleracea var. botrytis italica)
Na izolaciu DNA zo vzorky bola pouzita navazka 300 ug z cerstvej vzorky brokolice.
Nepouzita vzorka bola uchovavana pri -20°C.

e Jahodovy dzem

Na vyrobu dzemu bolo pouzitych 50 g ovocia. Na izolaciu bolo odobranych 200 ug
vzorky. Dzem bol uchovavany pri -20°C.

Zlozenie: jahody 50 %, glukdzo-fruktézovy sirup, cukor, kyselina citrénova, Zeliruj-
uca latka.

e Selsky jogurt s lesnymi jahodami

Zo vzorky jogurtu bola odstranend jogurtova c¢ast a na izolaciu bol pouzity jahodovy
dzem s navazkou 200 ug.

Zlozenie:Mlieko, Ovocné zlozka 18% (cukor, glukézo-fruktézovy sirup, jahody 39%,
modifikovany kukuri¢ny skrob, zahustovadlo: pektiny, lesné jahody 1%, aréma farbi-
aceho koncentratu z ¢ienej mrkvi), Mlie¢na bielkovina, Jogurtova kultura, Kultary
obsahujice Bifidobacterium a Lactobacillus acidophilus (10°/g), Obsah tuku min.
2,6 %

e Mleta Cervend paprika (Capsicum annuum)

Zo vzorky mletej Cervenej papriky bolo odobranych 200 ug na izolaciu DNA do
jednotlivych mikrosktimaviek.

4.2. Chemikalie a roztoky

Pouzité roztoky boli cistoty p. a. Roztoky boli nariedené zo sterilnych zasobnych roz-
tokov (sterilizované pri 121 °C, 20 min) pouzitim sterilnej destilovanej vody.

e Agaréza pre elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)

23



e Cetyltrimethylammonium bromid CTAB (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

e Chloroform (Penta, Praha, CR)

e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

e Etanol 96% (Penta, Praha, CR)

e Etidiumbromid (EtBr) (Sigma, St. Louis, USA)

e Fluorescen¢né farbivo GoldView (Ecoli, Bratislava, SR)
e Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

e Kyselina boritd (Pliva-Lachema, Brno, CR)

e Kyselina chlorovodikova (Penta, Praha, CR)

e Oktanol (Penta, Praha, CR)

e Polyetylénglykol (PEG) 6000 (Sigma, St. Louis, USA)
e Tris-HCI (Penta, Praha, CR)

4.3. Komponenty pre konvencnu PCR

e PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

e Reakény pufor kompletny pre Tag polymerazu 1.1 (10x koncentrovany); zlozenie:
siran aménny, chlorid hore¢naty (mnozstvo vyssie ako 2,5 mM) (Top-Bio, Praha,

CR)
e dNTP zmes 10 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), pH = 7,5 (Top-Bio, Praha, CR)

e Primery (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)

Tabulka 4.1: Sekvencia primerov 26Sfor a 26Srev

Primer [46] Sekvencia

26Sfor 5-GAA TTC ACC CAA GTG TTG GGA
T-3’

26Srev 5-AGA GGC GGT CAG TCA TAA TC-3

e Tag polymeraza 1.1 (1U/ul) (Top-Bio, Praha, CR)
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4.4. Magnetické castice

Magnetické castice Fkol B100 ox boli pripravené Ing. D. Hordkom, Csc. z ustavu
makromolekularnej chémie Akadémie vied CR v Prahe.

Vlastnosti magnetickych nosi¢ov zahtnajice typ polyméru, obsah Fe v jadre, priemer
Castic a index polydisperzity st uvedené v tabulke.

Tabulka 4.2: Vlastnosti magnetickych castic

Oznacenie  Nosic Fe (% hm) -COOH Priemer PDI
(pm)

F-kol B 100 P(GMA) 5.4 0,67 1,2 1,10

'

4.5. Roztoky na izolaciu DNA

e EDTA (0,5M; pH 8,0)
Navazka 186,1 g EDTA bola rozpustena v 800 ml destilovanej vody. pH bolo upra-
vené pridavkom 20 g hydroxidu sodného na hodnotu 8,0. Roztok bol doplneny desti-
lovanou vodou na objem 1000 ml, alikvétne rozdeleny a sterilizovany pouzitim au-
toklavu pri teplote 121°C po dobu 20 mintt.

e Ethanol 70%
Ethanol bol pripraveny zmieSanim 70 ml 96% ethanolu s 21 ml destilovanej vody.

e Lyzacny roztok CTAB
Navazka 1 g CTAB bola rozpustend v 10 ml 0,5 M Tris-HCI, 16 ml 5M Nacl, 2 ml
0,5 M EDTA a 42 ml destilovanej vody.

e Roztok chloridu sodného 5 M
Navazka 87,66 g NaCl bola rozpustend v 300 ml destilovanej vody.

e Roztok 40% polyethylenglykolu 6000
Navazka 40 g PEG 6000 bola rozpustena v 60 ml destilovanej vody. Roztok bol
nasledne doplneny destilovanou vodou na objem 100 ml.

e Roztok chloroform-oktanol
Chloroform bol zmiesany s oktanolom v pomere 24:1 na pozadovany objem.

e TE pufor
1 ml 1M M Tris-HCI (pH 7,8) bol zmiesany s 0,2 ml1 0,5 M EDTA (pH 8,0), nésledne
bol roztok doplneny na objem 100 ml destilovanou vodou. Vysledny roztok bol
rozdeleny do alikvétnych podielov.

e Tris-HCI (1 M; pH 7.,8)
Navazka 121,1 g Tris-bazy bolo rozpustenych v 800 ml destilovanej vody. pH roz-
toku bolo upravenych koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na hodnotu 7,8.
Roztok bol doplneny destilovanou vodou na objem 1000 ml , alikvétne rozdeleny a
sterilizovany pouzitim autoklavu pri teplote 121°C po dobu 20 mintt.
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4.6. Roztoky pre agardézovu gelova elektroforézu

Agarézovy gél 1,2%
Navazka 0,84 g agardzy bola rozpustena v 70 ml 0,5 M TBE pufru.

DNA standard (Malamité, Moravské Prusy, CR)
Obsahuje fragmenty DNA s velkostou 1400, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200 a 100 bp

Ethidium bromid 0,5 pl/ml
50 ul ethidium bromidu (10 ng/ul) bolo zmieSanych s 1000 ml destilovanej vody.

TBE Pufor (5 M)

Navazka 54 g Tris-bazy a 27,5 g kyseliny boritej bolo rozpustenych v 20 ml EDTA
(pH 8,0). Roztok bol doplneny destilovanou vodou na objem 1000 ml. Pred pouzitim
pri elektroforéze bol pripraveny pufor nariedeny destilovanou vodou 10x.

Nan4saci pufor Yellow load (TopBio, Praha, CR)

4.7. Pomocky a pristroje

Laboratérne véahy (Kern und Sohn, Nemecko)

Centriftiga Mini spin (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

Mikropipety Discovery HTL s objemom 10, 20, 200 a 1000 ul (Varsava, Polsko)
Mikrovlnna triiba SMW 5020 (Sencor, CR)

Ockovaci box (Fatran, CR)

Termocykler PTC 200 (Bio-Rad lab., USA)

Transiluminator TVR 3121 (Spectroline, USA)

Zariadenie pre elektroforézu Mini gel (Hoefer, USA)

Zdroj elektrického napétia pre elektroforézu Lightning Volt Power Supply, Model
OSP-300 (Owl Scientific, USA)

Nanodrop ND-2000/2000c (Thermo Scientific, USA)
Magneticky separator Invitrogen Dynal AS (DynalBiotech, Oslo, Nérsko)

Bezné laboratorne sklo, plastovy umelohmotny laboratérny material a pomocky
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5. Metody
5.1. Priprava hrubého lyzatu buniek

e zelenina bola povrchovo ocistend pomocou 70% ethanolu a nakrajand pomocou ste-
rilného skalpelu v pripade vzoriek jahodového dzemu a mletej c¢ervenej papriky ne-
boli vzorky v tomto kroku ocistené ani homogenizované

e do eppendorfovej skimavky bola vloZena navéazka vzorky podla Tabulky 5.1 a pri-
danych 500 pl roztoku CTAB a 1 pl 2-merkaptoethanolu na odstranenie kontami-
nujacich polysacharidov

Tabulka 5.1: Navazky pouzitych vzoriek

Vzorka Navazka [mg]
Brokolica 300
Jahodovy list 300
Jahodovy dzem 200
DzZem z jahodového jogurtu 200
Mlet4 cervena paprika 200

e eppendorfova skiimavka bola vlozena do termobloku a obsah bol homogenizovany 5
minit za pouzitia kopistu

e nasledne bola skiimavka vlozena do trepacky temperovanej na 60°C, kde bola pre-
trepavandam po dobu 30 mintt pri 360 ot/min

e po pretrepavani bolo do skiimavky pridanych 500 ul roztoku chloroform-oktanol a
rucne bola pretrepavana po dobu 3 minut

e skimavka bola dalej centrifugovand 5 mintt pri 13500 ot/min

e po centrifugacii bol odobrand vodna faza obsahujuica DNA vo vrchnej casti ski-
mavky, spodna organické faza obsahovala oddelené proteiny.
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Obrazok 5.1: A, B - Vzorka jahodového dzemu, brokolice po pridavku roztoku chloro-
form:oktanol. C, D - Vzorka jahodového dzemu, brokolice po centrifugacii

5.2. Izolacia DNA s vyuzitim magnetickych nosic¢ov

e na izoldciu DNA boli pouzité komponenty v poradi uvedenom v Tabulke 5.2

Tabulka 5.2: Komponenty na izolaciu DNA

Poradie Objem komponent [ul] Komponenty

1 200 NaCl

2 200 Hruby lyzat buniek
3 50 40% PEG 6000

4 50 magnetické nosice

e komponenty boli zmiesané v uvedenom poradi a boli inkubované pri laboratérne;j
teplote 15 minut

e Castice s naviazanou DNA boli separované pomocou magnetického separatoru pri
laboratdérnej teplote po dobu 15 minit

e supernatant bol odpipetovany a ku casticiam bol pridany 1 ml 70% etanolu

e Castice s naviazanou DNA boli separované pomocou magnetického separatoru pri
laboratdérnej teplote po dobu 2 mintt

e supernatant bol opakovane odpipetovany ku ¢asticiam bolo pridanych 500 pl 70%
etanolu

e Castice s naviazanou DNA boli separované pomocou magnetického separatoru pri
laboratdrnej teplote po dobu 2 minut
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e skumavky boli susené pri laboratornej teplote v horizontalnej polohe do vyprchania
etanolu

e DNA bola eluovana do 50 ul TE pufru pri laboratérnej teplote do dalsieho diia

e cluovand DNA bola odpipetovana do ¢istej eppendorfovej skiimavky a dalej pouzita
pri stanoveni jej koncentracie a cistoty

5.3. Izolacia DNA s vyuzitim paramagnetickej ihly

e na izoldciu DNA boli pouzité komponenty v poradi uvedenom v Tabulke 5.3

Tabulka 5.3: Komponenty na izolaciu DNA

Poradie Objem komponent [ul] Komponenty

1 200 NaCl

2 200 Hruby lyzat buniek
3 50 40% PEG 6000

4 50 magnetické nosice

e komponenty boli zmiesané v uvedenom poradi a boli inkubované pri laboratérne;
teplote 15 minut

e Castice s naviazanou DNA boli separované pomocou paramagnetickej ihly pod napa-
tim 12V a prenesené do eppendorfovej skiimavky obsahujtcej 500 pl 70% ethanolu

e pokial nebolo mozné preniest vSetky castice v jednom kroku tak prenos bol opako-
vany

e po uvolneni do roztoku a premieSani boli ¢astice prenesené pomocou paramagne-
tickej ihly do eppendorfovej skimavky obsahujtucej 50 pl TE pufru, kde bola DNA
eluovana po dobu 15 minut

e po elucii boli ¢astice odobrané pomocou paramagnetickej ihly, DNA eluovana do
TE prufru bola pripravena na pouzitie pri stanoveni ¢istoty a koncentracie

5.4. Statistické zhodnotenie vysledkov

7 vysledkov spektrofotometrického stanovenia kvantity izolovanej DNA boli odlahlé
vysledky vylicené pouzitim Grubbsovho testu. Pre stanovenie zhodnosti vysledkov bol
pouzity parovy Studentov t test pre rovnaky pocet stanoveni a opakovatemost vysledkov
bola overena pomocou vypoctu F-kritéria.

Pre vypocet Grubbsovho testu sa pouziva nasledujici vztah:

f—l'l

T1 - S 3 (1)

kde T je priemernd hodnota stiboru dat a hodnota S je odvodend zo smerodajnej
odchylky a vypocitand podla nasledujaceho vztahu:
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n—1
— g 2
S =35 m— (2)

kde n je pocet stanoveni. Vypocitana veli¢inu 77 porovnavame s kritickou hodnotou
T, pre zvolenu hladinu vyznamnosti a. Pokial je Ty > T, tak je vysledok odlahly a je
nutné ho vylucit zo siboru testovanych hodnot.

Pre vypocet Studentovho testu t sa pouziva nasledujici vztah:

|7, — Tp|vn — 1
2 2 ’
\/ 85+ s
kde s? a s? st rozptyly s v = n — 1 stupfiami volnosti. Do ¢initela dosddzame vicSiu
hodnotu s2.

Pre postdenie opakovatelnosti vysledkov bol pouzity F-test, ktorého hodnota sa urci
podla vztahu:

t =

(3)

2
51

F= S_%’ (3)

kde s? a s3 st rozptyly, pricom viicsi rozptyl dvoch stiborov dét je v itateli a mensi v

menovateli. Testom je overend hypotéza s? = s3.

5.5. Polymerazova retazova reakcia

Izolovana rastlinnd DNA nebola vzhladom na primerant koncentréaciu riedené. Kom-
ponenty PCR boli pred pouzitim doékladne premiesané a nésledne z nich bol pripraveny
master mix, ktory bol alikvétne rozpipetovany do eppendorfovych skiimaviek v ockovacom
boxe. Komponenty boli pridavané v poradi uvedenom v Tabulke 5.5, DNA bola pridana
mimo ockovacieho boxu ako posledna. Negativna kontrola obsahovala namiesto vzorky
DNA, vodu urcena pre PCR.

Na amplifikaciu vzoriek bol pouzity program 220R040, popisany v Tabulke 5.5. Amplifi-

Tabulka 5.4: Komponenty pre PCR

Poradie Objem komponent [ul] Komponenty

1 18,8 PCR voda

2 2,5 PCR pufor

3 0,5 Zmes dANTP

4 0,5 Primer 26S forward

) 0,5 Primer 26S reverse

6 0,2 DNA polymeraza 5U/ul
7 2 Vzorka DNA

kovany produkt mé ocakavani dlzku 220bp, pokial nebol pouzity na vizualizdciu pomocou
agardzovej elektroforézy tak bol uchovavany pri -20°C.
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Tabulka 5.5: Program PCR 220R040

Teplota [°C] Cas [s] Pocet opakovani
95 600 1

95 30

52 30 39

72 40

72 600 1

10 00 1

5.6. Agarozova elektroforéza

navazka agardzy na pripravu gelu bola timerna objemu elektroforetickej vane a vy-
slednej koncentracii agarézy 1,2%

gél bol pripraveny opakovanym zahriatim roztoku v mikrovinnej rare

po ¢iastocnom ochladnuti gélu bol pridany 1 pl farbiva GoldView a gél bol vyliaty
do elektroforetickej vane

ku analyzovanym vzorkdm bol pridany nanéasaci pufor v pomere 6:1 (vzorka:pufor).
vzorky boli vnesené do jamiek gélu po vychladnuti na laboratérnu teplotu
elektroforéza prebiehala po dobu 30 minut pri 60V a 2 hodiny pri 70V
vizualizacia vysledkov bola prevedena pomocou UV transluminatoru

gél bol pri nedostato¢nom zafarbeni vzoriek 30 minit dofarbovany vo vani obsahuj-
ucej etidiumbromid
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6. Vysledky

6.1. Spektrofotometrické stanovenie cCistoty a koncen-
tracie DNA

Cistota a koncentracia izolovanej DNA boli stanovené spektrofotometricky vyuzitim
spektrometru NanoDrop. V prehlade jednotlivych vzoriek st uvedené namerané koncent-
racie izolovanej DNA, pomer vlnovych dizok 260/280 nm a 260/230 nm, ktoré podavaji
informéciu o ¢istote izolovanej DNA.

6.1.1. Paramagneticka ihla

6.1.1.1. Vzorka brokolica
Tabulka 6.1: Koncentracia a pomer absorbancii pri spektrofotometrickom stanoveni DNA

Vzorka A260/A230 A260/A280 Y [I’lg/[,l,l]
1 1,06 1,55 34,6
2 1,02 1,48 43,6
3 1,09 1,49 41,8
4 1,09 1,50 19,5
5 1,04 1,49 36,8
6 0,92 1,53 41,5
7 1,06 1,51 16,1
8 0,91 1,76 8,2
9 0,99 1,52 21,6
10 0,95 1,59 22,3
11 1,08 1,53 19,3
12 1,01 1,55 30,8
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Obrazok 6.1: Spektrofotometrické stanovenie ¢istoty a kvality DNA - paramagneticka ihla
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6.1.1.2. Vzorka jahodovy dZem

Tabulka 6.2: Koncentréacia a pomer absorbancii pri spektrofotometrickom stanoveni DNA

Vzorka A260/A230 A260/A280 c [ng/y’l]
1 1,11 1,38 108,3
p 1,23 1,40 33.0
3 0,91 1,41 38,4
4 1,13 1,42 29.8
5 1,18 1,38 103,5
6 1,22 1,36 79,3
7 1,34 1,36 74,1
8 1,15 1,38 24,9
9 1,18 1,41 38,8
10 1,19 1,37 70,1
11 1,17 1,39 41,9
12 1,21 1,37 97,8
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Obrazok 6.2: Spektrofotometrické stanovenie ¢istoty a kvality DNA - paramagneticka ihla
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6.1.1.3. Vzorka jahodovy jogurt

Tabulka 6.3: Koncentréacia a pomer absorbancii pri spektrofotometrickom stanoveni DNA

Vzorka Asz60/A230 Asze0/A2s0 c [ng/pl]
1 1,25 1,40 106,0
2 1,73 1,64 21,0
3 1,24 1,61 22,1
4 1,49 1,56 26,4
5 1,21 1,49 33,3
6 1,34 1,51 31,0
7 1,34 1,56 29,0
8 1,25 1,53 26,0
9 1,24 1,49 30,4
10 1,19 1,47 37,5
11 1,13 1,56 26,9
12 1,45 1,56 23,5
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Obrazok 6.3: Spektrofotometrické stanovenie ¢istoty a kvality DNA - paramagneticka ihla
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6.1.1.4. Vzorka jahodovy list

Tabulka 6.4: Koncentréacia a pomer absorbancii pri spektrofotometrickom stanoveni DNA

Vzorka A260/A230 A260/A280 c [ng/y’l]
1 1,19 1,35 55,6
2 1,08 1,36 49.4
3 0,98 1,35 78,8
4 1,14 1,35 33,2
5 1,28 1,37 30,8
6 1,21 1,37 29,7
7 1,10 1,40 28,1
8 1,16 1,38 30,2
9 1,08 1,33 39,1
10 1,04 1,36 25,3
11 1,15 1,35 34,1
12 1,19 1,39 26,7
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Obrazok 6.4: Spektrofotometrické stanovenie ¢istoty a kvality DNA - paramagneticka ihla
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6.1.1.5. Vzorka mleta Cervena paprika

Tabulka 6.5: Koncentréacia a pomer absorbancii pri spektrofotometrickom stanoveni DNA

Vzorka Asz60/A230 Asze0/A2s0 c [ng/pl]
1 1,24 1,34 53,3
2 1,26 1,36 43,1
3 1,19 1,34 46,3
4 1,24 1,34 50,0
5) 1,28 1,36 31,2
6 1,26 1,35 26,3
7 1,24 1,32 44,7
8 1,24 1,37 21,9
9 1,26 1,40 15,2
10 1,25 1,37 29,2
11 1,18 1,35 33,5
12 1,25 1,38 19,8
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Obrazok 6.5: Spektrofotometrické stanovenie cistoty a kvality DNA - paramagneticka ihla
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6.1.2. Magneticky separator

6.1.2.1. Vzorka brokolica
Tabulka 6.6: Koncentracia a pomer absorbancii pri spektrofotometrickom stanoveni DNA

Vzorka Az60/A230 A0/ Aszso c [ng/pl]
1 1,06 1,64 32,1
2 1,39 1,69 36,1
3 1,21 1,62 46,5
4 1,25 1,66 36,0
5 1,22 1,69 36,9
6 1,17 1,75 32,6
7 1,20 1,69 40,5
8 1,24 1,63 33,0
9 1,41 1,80 23,6
10 1,37 1,69 38,1
11 1,21 1,63 74,7
12 1,23 1,70 36,5

16 15ep 12

10mm Absorbance

220 230 2h0 250 260 270 280 200 ato B 320 130 340
‘Wavelength (nm)

Obrazok 6.6: Spektrofotometrické stanovenie Cistoty a kvality DNA - magneticky separa-
tor
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6.1.2.2. Vzorka jahodovy dZem

Tabulka 6.7: Koncentréacia a pomer absorbancii pri spektrofotometrickom stanoveni DNA

Vzorka A260/A230 A260/A280 c [ng/y’l]
1 1,46 1,44 8,8
2 4,05 1,62 6,8
3 1,27 1,53 13,1
4 0,54 1,43 13,8
5 1,50 1,56 10,9
6 1,35 1,54 9,6
7 0,70 1,47 13,6
8 0,89 1,55 10,8
9 1,17 1,41 22,0
10 0,95 1,46 15,6
11 1,25 1,41 18,6
12 1,24 1,44 11,0
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Obrazok 6.7: Spektrofotometrické stanovenie Cistoty a kvality DNA - magneticky separa-
tor
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6.1.2.3. Vzorka jahodovy jogurt

Vzorky obsahujtice nulovii koncentraciu DNA nie st zobrazené na obrazku.

Tabulka 6.8: Koncentracia a pomer absorbancii pri spektrofotometrickom stanoveni DNA

Vzorka Asz60/A230 Az60/A2s0 c [ng/pl]
1 0,43 2,16 7,2
2 0,46 114,17 3,2
3 0,51 -16,46 3,0
4 0,36 1,99 8,8
5 0,34 3,30 4,9
11 4,01 58,04 3,2
12 2.73 2,96 5,9
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Obrazok 6.8: Spektrofotometrické stanovenie ¢istoty a kvality DNA - magneticky separa-
tor
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6.1.2.4. Vzorka jahodovy list

Tabulka 6.9: Koncentréacia a pomer absorbancii pri spektrofotometrickom stanoveni DNA

Vzorka Asz60/A230 Asze0/A2s0 c [ng/pl]
1 0,92 1,53 5,9
p 0,81 1,56 6,4
3 0,95 1,34 32,0
4 0,85 1,48 7,6
5) 1,32 1,55 6,4
6 0,90 1,44 8,5
7 0,86 1,34 6,0
8 1,05 1,51 85
9 0,76 1,68 12,8
10 1,02 1,53 6,8
11 0,89 1,59 6,3
12 0,94 1,41 7.4
07
g 06 j:C.L;tHS:E::
% 04 \'\
S N o
o ee————
o —————aa.
B 1220 2% 240 250 260 270 280 2%0 200 10 220 230 340

‘Wavelength {nm)

Obrazok 6.9: Spektrofotometrické stanovenie ¢istoty a kvality DNA - magneticky separa-

tor
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6.1.2.5. Vzorka mleta Cervena paprika

Tabulka 6.10: Koncentréacia a pomer absorbancii pri spektrofotometrickom stanoveni DNA

Vzorka A260/A230 A260/A280 c [ng/y’l]
1 0,86 1,36 11,8
2 1,05 1,33 17,8
3 1,69 1,25 9,5
4 1,17 1,42 14,9
5 0,92 1,35 11,2
6 0,87 1,32 9,2
7 1,17 1,34 13,8
8 1,12 1,33 19,4
9 1,26 1,32 15,9
10 0,95 1,31 21,0
11 1,46 1,33 18,4
12 0,93 1,34 23,6
09
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Obrazok 6.10: Spektrofotometrické stanovenie ¢istoty a kvality DNA - magneticky sepa-
rator
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6.1.3. Statistické spracovanie vysledkov

7, dat spektrofotometrickych stanoveni koncentracie jednotlivych vzoriek boli vypoci-
tané priemerné hodnoty pre jednotlivé typy izolacie (paramagnetickd ihla, magneticky
separator). Nasledne bol pouzity Grubbsov test na vyradenie odlahlych vysledkov. Po
opakovanom vypocte priemeru a rozpylu dat bol pouzity Studentov t test na urcenie
vhodnejsej metddy izolacie. Data po vyuziti Grubbsovho testu st uvedené v Obrazku
6.1.1 s vypocinaymi priemernymi hodnotami a smerodajnymi odchylkami. V pripade
vzorky dzemu z jahodového jogurtu boli vylic¢ené namerané hodnoty ktoré obsahovali
nulové alebo zaporné koncentracie DNA.

Brokolica List Pap JahDzem Jogurt
izoldcia | 1 s I s I s I s 1 s

34.60 32.10 55.60 2.50 53.30 11.80 108.20 8.80 21.00 3.20
43.60 36.10 45.40 6.40 43.10 17.80 33.00 6.20 22,10 3.00
41.80 46.50 33.20 7.60 46.30 9.50 38.40 13.10 26.40 8.80
15.50 36.00 30.80 6.40 50.00 14.50 29.80 13.80 33.30 4.90
36.80 36.50 29.70 8.50 31.20 11.20 103.00 10.50 26.590 3.20
41.50 32.60 28.10 6.00 26.30 5.20 79.30 5.60 23.50 5.90
16.10 40.50 30.20 8.50 44.70 13.80 74.10 13.60
8.20 33.00 359.10 12.80 21.590 19.40 8.20 10.80
21.60 23.60 25.30 6.80 15.20 15.80 38.80 22.00
22.30 38.10 34.10 6.30 29.20 21.00 70.10 15.60
30.80 36.50 26.70 7.40 33.50 18.40 41.80 18.60

19.80 23.60 97.80 11.00

Priemer | 28.80 35.63 34.75 7.51 34.54 15.54 60.23 12.88 25.53 4,83
Sm.odch. | 11.90 5.69 3.65 1.98 12.67 4.63 32.82 427 4.46 2.26
|- Baramagnsticka. lhla

5 L .

Obrazok 6.11: Data po vyluceni odlahlych vysledkov

Studentovym testom boli vypocitané nasledujiice hodnoty pre vzorku brokolice:

ti,s = 1.72 s kritickymi hodnotami tg 5,11 = 2,201 a to 1,11 = 3,106. Reprodukovatel-
nost vysledkov bola postidend pomocou F-testu, ktorého hodnota je Fi,s = 4,37 a kriticka
hodnota Fy,.;; = 2,978.

Pre vzorku jahodového listu boli vypocitané nasledujice hodnoty:

ti,s = 9,17 s kritickymi hodnotami tg o511 = 2,201 a tg01,11 = 3,106. Reprodukova-
telnost vysledkov bola posidend pomocou F-testu, ktorého hodnota je Fi,s = 23,71 a
kritickd hodnota Fy,.;; = 2,978.

Pre vzorku mletej cervenej papriky boli vypocitané nasledujice hodnoty:

ti,s = 4,88 s kritickymi hodnotami tg 5,12 = 2,178 a to01,12 = 3,054. Reprodukovatel-
nost vysledkov bola postidend pomocou F-testu, ktorého hodnota je Fi,s = 7,48 a kriticka
hodnota Fy,.;; = 2,817.
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Pre vzorku jahodového dzemu boli vypocitané nasledujice hodnoty:

ti,s = 4,95 s kritickymi hodnotami tg o512 = 2,178 a tg 0112 = 3,054. Reprodukova-
telnost vysledkov bola postidend pomocou F-testu, ktorého hodnota je Fi,s = 59,00 a
kriticka hodnota Fy,.;; = 2,817.

Pre vzorku jahodového dzemu z jogurtu boli vypocitané nasledujice hodnoty:

ti,s = 10,14 s kritickymi hodnotami tg o5.11 = 2,446 a tg 01,11 = 3,707. Reprodukovatel-
nost vysledkov bola postidend pomocou F-testu, ktorého hodnota je Fi,s = 3,89 a kriticka
hodnota Fy,.;; = 5,050.

6.2. Overenie amplifikovatelnosti DNA

Amplifikované produkty v objeme 25 ul boli po zmiesani s nanasacim pufrom nanesené
na agarézovy gél. Ako pozitivna kontrola bola pouzita DNA z rastliny Nicotiana Tabacum
(10 ng/pl).

10 11 12 13

220 bp  — 3@

Obrazok 6.12: Vizualizacia produktov PCR pomocou agarézovej elektroforézy
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Tabulka 6.11: Vysledky agardézovej elektroforézy zvysnych vzoriek

Beh Vzorka Detekcia

1 DNA rebricek ++

2 Pozitivna kontrola +++

3 Negativna kontrola -

4 Vzorka brokolica izolovana ++
paramagnetickou ihlou

5 Vzorka brokolica izolovana ++
magnetickym separatorom

6 Vzorka jahodovy list izolovana +
paramagnetickou ihlou

7 Vzorka jahodovy list izolovana -
magnetickym separatorom

8 Vzorka jahodovy dzem izolovana +
paramagnetickou ihlou

9 Vzorka jahodovy dzem izolovana +
magnetickym separatorom

10 Vzorka mleta cervend paprika -
izolovana paramagnetickou ihlou

11 Vzorka mleta cervend paprika +
izolovana magnetickym separatorom

12 Vzorka dzem z jogurtu izolovana -
paramagnetickou ihlou

13 Vzorka dzem z jogurtu izolovana -

magnetickym separatorom
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7. Diskusia

7.1. Priprava hrubych lyzatov

Pouzitie réznych vzoriek prinieslo komplikacie do pripravy hrubych lyzatov. V pri-
pade vzorky jahodového listu a brokolice bola homogenizacia problematicka s pouzitim
kopistu. Mechanickd homogenizacia bola ¢asovo naroc¢nejsia napriek predchadzajucému
rozvolneniu struktir pomocou sterilného skalpelu. DokladnejSia homogenizacia by mohla
byt dosiahnuté pouzitim Standartnej metédy homogenizéacie rastlinnych pletiv za pouZitia
tekutého dusiku a nasledného rozdrobenia pomocou trecej misky.

Homogenizacia vzoriek jahodového dzemu, dZzemu z jahodového jogurtu a mletej pa-
priky bola jednoduchd s pouzitim kopistu, vzhladom na predchadzajicu tpravu pri vyrobe
tychto produktov. Pri homogenizacii jahodového dzemu a dzemu z jahodového jogurtu
vznikol vysoko viskézny roztok, ktory mohol ovplyvnif tspeSnost nasledovnej izolacie
DNA, kvoli obmedzenej moznosti diftizie magnetickych castic vo viskéznom médiu.

7.2. Izolacia DNA s vyuzZitim magnetického separa-
toru

DNA bola izolovana pomocou metddy uvedenej v Kapitole 5.2. Vzhladom na vysledné
stanovenie ¢istoty a koncentracie DNA s pomocou spektrofotometru je mozné konstatovat
znacné znecistenie izolovanej DNA. Namerané koncentracie izolovanej DNA nemusia ko-
respondovat so skuto¢nostou vzhladom na absorbéné maximé kontaminujtcich latok a to
hlavne polyfenolickych latok v oblasti 240 nm. Najvyssia koncentracia DNA bola name-
rané u vzorky brokolice, vzhladom na Cerstvost vyrobku a absenciu technologickej ipravy
bolo mozné oc¢akavat vyssiu koncentraciu ako u technologicky opracovanych vyrobkov.

7.3. Izolacia DNA s vyuzitim paramagnetickej ihly

Vyuzitie paramagnetickej ihly umoznilo izolaciu DNA s koncentraciami vyssimi v po-
rovnani s izolaciou magnetickym separatorom. Overenim ¢istoty izolovanej DNA je mozné
konstatovat znecistenie polyfenolickymi latkami. Pri prendsani magnetickych castic z jed-
notlivych mikroskiimaviek bolo nutné prenos opakovat. Dovodom je prenos cez fazové
rozhranie kvapalina-plyn, kedy pri prestupe prestava pdsobit na castice nadnasanie v
roztoku. Opakovanym prenosom sa znizuje koncentracia Castic, ¢o umozni adsorbciu zvy-
$nych castic blizsie k paramagnetickej ihle kde posobi silnejsie magnetické pole. Dalsim
dovodom moze byt velkd viskozita roztoku sposobend pridavkom velkého mnozstva 40%
PEG 6000, optimalizéciou metédy by mohlo byt zloZenie upravené.

7.4. Statistické spracovanie vysledkov

Rozdiel koncentracii DNA pri pouziti paramagnetickej ihly a magnetického separatora
je statisticky vyznamny v pripade vzoriek jahodového dzemu, listu, mletej Cervenej pa-
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priky a jahodového dZemu z jogurtu. Pri vzorke brokolice sa ukazal byt rozdiel Statisticky
nevyznamny.

Vyuzitie paramagnetickej ihly sa vzhladom na vysledky ukézalo byt efektivnejsie ako
pouzitie magnetického separatora. Dalsou optimalizaciou zloZenia lyza¢ného a extraké-
ného roztoku a to znizenie viskozity a mozny pridavok PVP na odstranenie kontaminuj-
tcich polyfenolickych latok [47].

Reprodukovatelnost vysledkov bola postiidend pomocou F-testu. Vysledky ziskané pou-
zitim paramagnetickej ihly boli okrem vzorky dzemu z jahodového jogurtu reprodukova-
telnejsie ako data ziskané pouzitim magnetického separatoru.

7.5. Overenie amplifikovatelnosti DNA

DNA izolovanad pomocou magnetického separatora a paramagnetickej ihly bola am-
plifikovana reakciou PCR. Produkty boli ispesne amplifikované v pripade vzorky broko-
lice, izolovanej obidvomi sposobmi. Pri pouziti obidvoch metdd boli namerané podobné
kocentracie a pomery vlnovych dlzok Asgo /Aaso, ktoré naznacovali mierne znecistenie
izolovanej DNA. Samotné vzorka bola technologicky neopracovand a vdaka tomu k nej
mohlo dojst iba k minimalnej degradacii nukleovych kyselin. V pripade vzorky jahodového
dZemu a mletej Cervenej papriky, bola amplifikacia DNA tuspesna iba v pripade pouzitia
paramagnetickej ihly na izolaciu DNA. Spektrofotometrické stanovenie kvantity a kva-
lity izolovanej DNA ukazalo v pripade magnetického separatora znacne znecistené vzorky
o nizkej koncentracii DNA, ¢o bude pravdepodobnym dévodom netispesnej amplifikacie.
Vzorku jahodového dzemu izolovant magnetickym separatorom bolo mozné amplifikovat.
DNA izolovana z jahodového dzemu v jogurte nebola amplifikovatelnd, prihliadnuc na po-
vahu produktu a jeho technologické spracovanie pravdepodobne doslo k znac¢nej degradacii
DNA, ktort prekédzala aj nizka vytaznost potvrdend spektrofotometrickym stanovenim.
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8. Zaver

Zariadenie paramagnetickej ihly bolo porovnavané s bezne vyuzivanou metédou s vy-
uzitim magnetického separatora pri vzorkach rastlinného pévodu. Cielom bolo overenie,
¢ nova metdda poskytne DNA v porovnatelnej alebo lepsej kvalite a kvantite ako pri
pouzivanej. Pri styroch vzorkach bol medzi izolacnymi metédami pozorovany Statisticky
vyznamny rozdiel. Koncentracia DNA izolovanej paramagnetickou ihlou bola vyssia ako
pri pouziti magnetického separdtoru. Dostatocnd kvalita na pripadnt dal$iu analyzu bola
preukdzand testovanim amplifikovatelnosti pomocou PCR. Tri vzorky izolovanej DNA
bolo mozné amplifikovat, metdda sa teda ukézala byt vhodnou na pouzitie pri izolécii
DNA z potravin rastlinného pévodu.

Je mozné konstatovat, Ze boli ziskané prvotné poznatky o vyuziti paramagnetickej ihly

pri izolacii DNA z redlnych vzoriek, ktoré obsahovali inhibitory PCR a boli technologicky
spracované. Ziskané poznatky budu vyuzité pri ndvrhu dalsich experimentov.
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9. Zoznam pouzitych skratiek a
symbolov

DNA deoxyribonukleova kyselina

PCR polymerézova refazova reakcia

CTAB cetyltrimethylammonium bromid

PVP polyvinylpyrrolidon

PVPP polyvinylpolypyrrolidon

DIECA diethylthiokarbamovéa kyselina

SPE extrakcia na pevnej fazy

TEOS tetraethoxysilan

HEMA hydroxyethylmethakrylat

PGMA poly(glycidil methakrylat)

mCNT magnetické uhlikové nanotrubicky

RFLP polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov
RAPD nahodne amplifikovana polymorfnd DNA
AFLP polymorfizmus dlzky amplifikovanych fragmentov
SNP polymorfizmus jedného nukleotidu

SSR opakované jednoduché sekvencie

GMO geneticky modifikovany organizmus
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