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ABSTRAKT

Tato diplomové prace se zabyva sledovanim autenticity komercnich vzorkii mleté skofice
pomoci molekularné-biologickych a analytickych metod. Cilem prace bylo provést determinaci
botanickych druht skoficovnikli obsazenych v komerénich vzorcich mleté skofice metodou
real-time PCR s vysokorozliSovaci analyzou kiivek tani (HRM) s vyuzitim primerd TPS 1,
TPS 3, ITS 2 a psbA-trnH.

DNA byla izolovana dvéma postupy: pomoci komer¢niho kitu EliGene a pomoci CTAB
protokolu. Bylo zjisténo, Ze izolace DNA pomoci kitu poskytuje pouzitelné izolaty pouze
v ptipad¢ vzorki listli. Pro uspésnou izolaci DNA z komer¢nich vzorkti mleté skotice bylo
nezbytné vyuzit CTAB protokol. Naslednd amplifikace DNA u komer¢nich vzorkl probéhla
uspésné s vyuzitim primert TPS 1, ITS 2 a psbA-trnH. Nejspolehlivéjsi vysledky poskytly
primery TPS 1. Naopak primery TPS 3 nebyly pro tuto analyzu vyhodnoceny jako vhodné.

Zaucelem ovéteni a srovnani vysledkil ziskanych pomoci PCR byl u testovanych vzorki mleté
skofice stanoven obsah kumarinu pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC).

Na zéklad¢ zjisténého obsahu kumarinu byly vzorky klasifikovany dle dominantniho
zastoupeni cejlonské skofice €i cassii.

Prace poukazuje na vhodnost kombinace real-time PCR s HRM a analytického stanoveni
obsahu kumarinu (HPLC) pro kontrolu autenticity, kvality a zdravotni bezpec¢nosti komercné
dostupné mleté skofice.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

This diploma thesis focuses on monitoring the authenticity of commercial ground cinnamon
samples using molecular-biological and analytical methods. The aim of the study was
to identify the botanical species of cinnamon present in commercial ground cinnamon samples
using real-time PCR combined with high-resolution melting (HRM) curve analysis, utilizing
TPS 1, TPS 3, ITS 2, and psbA-trnH primers.

DNA was extracted using two different procedures: a commercial EliGene kit and the CTAB
protocol. It was found that DNA extraction using the commercial kit yielded viable isolates
only for leaf samples. To successfully extract DNA from the commercial ground cinnamon
samples, the application of the CTAB protocol was essential. Subsequent DNA amplification
of the commercial samples was successfully performed using the TPS 1, ITS 2, and psbA-trnH
primers. The TPS 1 primers provided the most reliable results, whereas the TPS 3 primers were
evaluated as unsuitable for this specific analysis.

To verify and compare the results obtained via PCR, the coumarin content in the tested ground
cinnamon samples was determined using high-performance liquid chromatography (HPLC).
Based on the detected coumarin levels, the samples were classified according to the probable
proportions of Ceylon cinnamon and Cassia.

The thesis highlights the effectiveness of combining real-time PCR with HRM
and the analytical determination of coumarin content (HPLC) to verify the authenticity, quality,
and health safety of commercially available ground cinnamon.

KEY WORDS

cinnamon, coumarin, real-time PCR, HRM analysis, HPLC
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UvVOD

Globalizace predstavuje z hlediska potravin dvojseCny me¢. Na jednu stranu umoziuje
dostupnost tropickych a subtropickych potravin i ve stfedni Evropé¢, ale na druhou stranu
znamena dlouhy dodavatelsky fetézec, ktery je nevyhodny zhlediska zaruk ohledné
bezpecnosti a autenticity potravin. FalSovani potravin je celosvétovy problém, ktery je ze strany
producenti motivovan vidinou vysSSiho zisku. Na stran¢ druhé se nachazi
zakaznik, ktery je uveden v omyl ohledné geografického ¢i botanického plivodu potraviny
¢i zptsobu jejiho péstovani.

Kofeni ptedstavuje jednu z nejohrozenéjsich potravin z hlediska falSovani. Pfi¢inou je vysoka
trzni cena v poméru k hmotnosti a velmi dlouhy dodavatelsky fetézec, ktery Casto zahrnuje
drobné péstitele i globalni distributory. Kofeni je na pultech maloobchodl casto nabizeno
v mleté ¢i drcené podobé. Tim je prakticky znemoznéna vizualni ¢i senzoricka identifikace
rostliny a vznikd vhodny prostor pro falSovani.

Skofice ptedstavuje celosvétové vyhledavany a ekonomicky vyznamny druh kofeni.
Z botanického pohledu Ize skofici rozliSit na dva typy — cejlonskou neboli pravou skofici
pochazejici ze skoticovniku cejlonského a ostatni druhy skofic souhrnné oznacované
jako cassie pochdzejici z ostatnich druhti z rodu skoticovnik. Oba typy skofic jsou ve forme
svitkli snadno rozpoznatelné, ale po rozemleti je jejich odliSeni zna¢né obtizné. Prava skofice
je mnohem drazsi a zejména v mletém stavu dochazi k jejimu nahrazovani cassiemi. Problém
zde nevytvaii jen klamani zdkaznika z hlediska botanického plivodu, ale i obsah kumarinu
v cassiich. Cassie maji pfirozen¢ fadoveé vyssi obsah kumarinu. Kumarin je hepatotoxicka
sloucenina jejiz dlouhodoby nadmérny piijem muize pfedstavovat zdravotni riziko pro lidsky
organismus. Z tohoto diivodu je snaha najit vhodné metody, které umozni spolehlivé stanovit
botanické slozeni proddavané mleté skofice a diky tomu zamezit nadmérné konzumaci
rizikovych vyrobk.



1 TEORETICKA CAST
1.1 Skofrice
1.1.1 Botanicka charakteristika

Rod skotice (Cinnamomum Schaeffer) zahrnuje okolo 450 rostlinnych druhii. Jedna
se o stalezelené kefe a stromy z Celedi vaviinovité (Lauraceae Juss.). Lze je ptfirozené najit
pouze v oblasti tropii. Plivodné byli do tohoto rodu fazeni pouze zastupci pochazejici z oblasti
Asie a Ocednie. Pozdéji byly zménami v taxonomii pfifazeny i druhy, které je mozné nalézt
v tropickych oblastech Ameriky. Ty piivodné nalezely do rodu Phoebe [1]. Obrazek 1 ukazuje

puvod nékterych druhii rodu skofice. Zelené je oznafeny skoticovnik pravy, oranzoveé bézné
druhy cassii a modie méné vyznamné druhy cassii [2].

I Cinnamomum ineris I | Cinnamomum camphora Cinnamomum cassia
A A a4 v | * Cinnamomum aromaticum
| * Chinese cinnamon

Cinnamomum tenuifolium
* Cinnamomum japanicum
* Japanese cinnamon

Cinnamomum glaucascens
+ Sugandha kokila

Cinnamomum kotoense

Cinnamomum loureiroi
* Vietnamese or Saigon cinnamon

Cinnamomum tamala
* Indian cassia

Cinnamomum verum or zeylanicum | ,
* Ceylon cinnamon

Cinnamomum burmanni
* Indonesian or Korintie cinnamon
* Padang cassia

Cinnamomum citriodorum |

- p 1 = = -
* Malabar cinnamon . ~ Cinnamomum culilawan
A S * Cinnamomum rubrum
Cinnamomum sintok ; Z'},

0 CinnamOfnum obtusifolium | x Cinnamomum olivera
* Javacassia 5 * Australian cinnamon

Obrazek 1: Mapa piivodu jednotlivych druhit rodu Cinnamomum v jihovychodni Asii a Oceanii [2]

Z uvedeného poctu druht patii pouze nékolik k celosvétové vyznamnym a jsou predmétem
mezinarodniho obchodu. Jedna se zejména o skotficovnik pravy a cassie. Skoficovnik pravy
(Cinnamomum zeylanicum Blume, syn. Cinnamomum verum J.Presl) je oznaCovéan taktéz
jako cejlonska skotice. Mezi cassie spadaji tfi hlavni druhy: ¢inska cassie (Cinnamomum cassia
Nees, syn. Cinnamomum aromaticum Nees), indonéska cassie (Cinnamomum burmanii Ness)
a vietnamska cassie (Cinnamomum loureloi Nees). Méné¢ vyznamna a téz mén¢ kvalitni
je indicka cassie (Cinamomum tamala (Buch.-Ham.) T.Nees & C.H.Eberm.) [3].



Cinamomum spp.

™

C. verum ;
i f ; Cassie
skoficovnik pravy
C. cassia C. loureloi C. burmanni C. tamala
¢inska cassie vietnamska cassie indonéska cassie indicka cassie

Obrdazek 2: Rozdélent nejvyznamnéjsich zastupcii rodu skorice [3]

Kofeni ve form¢ svitkli nebo trubek neni tézké rozpoznat. Existuje mnoho senzorickych
parametrd, podle nichz lze poznat, zda se jedna o skoficovnik pravy nebo cassii. Svitky
skotficovniku pravého jsou svétlejsi, tenci a méné aromatické (viz obrazek 3A). Oproti tomu
svitky cassie jsou tmavsi, mohutnéj$i a rovnéz aromatictéjsi (viz obrazek 3B a 3C) [4]. Srovnani
nékterych senzorickych vlastnosti uvadi Tabulka 1.
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Obrazek 3: Srovnani svitkii a kiry C. zeylanicum (A) a C. cassia (B a C) [4]




Tabulka 1: Srovnadni senzorickych viastnosti svitki C. zeylanicum a C. cassia [4]

Druh C. zeylanicum C. cassia
Barva krémové hnéda s tmaveé hnédymi tmaveé hnéda az cervenohnéda
skvrnami
Aroma jemné, nasladlé siln¢ aromatické
Chut’ sladka, aromaticka, ostra méne sladka, svirava
Velikost a tvar 0,5 mm siln4, s jednim nebo 1 az 3 mm siln4, s jednim
dvéma zdmotky uvniti jiného zamotkem
zédmotku
Praskliny tiistiveé témet zadné
Textura hladka hruba
Vnéjsi povrch bez korku lenticely s tmavé hnédym korkem

1.1.2 Svétova produkce a obchod

Celosvétova produkce skotice se pohybuje na urovni 230 tisic tun. Celosvétove je skoficovnik
péstovan na 330 tisicich ha. Primérny vynos skofice ¢inni 690 kg-ha'. Dominantni podil
na produkci predstavuje Cina (89,5 tisice t), Vietnam (57,3 tisice t) a Indonésie (56,8 tisice t).
Mensi podil pfipadd na Sri Lanku (23,5 tisice tun). Produkce ostatnich statl ¢ini pouze
3,5 tisice t a pfedstavuje zhruba 1,5 % celkové produkce [5]. Kazdy ze zminénych producentt
exportuje rozdilny druh skofice (resp. cassie). Cina, Vietnam a Indonésie exportuji dominantné
cassie. Produkci skoftice ze skoficovniku pravého pokryva z 80 % Sri Lanka. Z toho vyplyva,
ze prava skofice je na trhu minoritni oproti cassiim [6]. Hlavnim diivodem je zejména cena.
Cena pravé skofice (470 az 590 K&-kg') je oproti cassiim (230 az350 Ké&-kg') dvoj
az trojnasobna [4].

Sri Lanka Ostatni
102% 1.5%
Cina

—

Indonésie 38,8%

24,6%

Vietnam
24,8%

Graf 1: Struktura svetove produkce skorice [5]



1.1.3 Chemické sloZeni

1.1.3.1 Skoiicovnik pravy (Cinamomum zeylanicum)

Zastoupeni slozek kiry skoficovniku pravého je zavislé na lokalité piivodu, kvalité a péstované
odridé¢. Obsah vody kolisa v rozsahu 5,4-11,4 % (primér 9,9 %). Obsah vlakniny se pohybuje
v rozsahu 25,6-30,5 %. DalSimi zastoupenymi slozkami jsou: sacharidy (16,6-22,6 %);
bilkoviny (3,0-4,5 %); tuk (0,3-1,9 %) a popeloviny (3,4—6,0 %). Z hlediska vyuziti skofice

0,3-2,8 % [7]. Fyzikalni parametry esencialniho oleje uvadi Tabulka 2 [8].

Tabulka 2: Prehled fyzikalnich parametrii esencialniho oleje C. zeylanicum [8]

Parametr Hustota [g.cm™] Index lomu [-] Opticka stacivost [°]

Hodnota 1,019 1,591 -0°20¢

Dominantni slozkou esencidlniho oleje z kliry druhu C. zeylanicum je cinnamaldehyd,
jehoz obsah se pohybuje kolem 75 %. Dal$imi slozkami s obsahem nad 1 % jsou cinnamyl
acetat (5,00 %); karyophyllen (3,30 %); linalool (2,40 %); eugenol (2,20 %); 1,8-cineol
(2,00 %) a p-cymen (1,10 %). Rozdilny je zejména obsah kumarinu, ktery oproti ostatnim
druhtim skoficovnikl ¢ini pouze 0,7 % v esencialnim oleji [9], nebo-li cca 0,004 % v kife.
Tento obsah je ¢asto nedetekovatelny pomoci béznych metod jako je HPLC [10]. Kompletni
slozeni esencialniho oleje C. zeylanicum uvadi Tabulka 3.

Tabulka 3: Chemické slozZeni esencialniho oleje C. zeylanicum [9]

Slozka Obsah [%)] Slozka Obsah [%)]
cinnamaldehyd 75,00 acetyleugenol 0,20
cinnamyl acetat 5,00 beta-pinen 0,10
karyophyllen 3,30 myrcen 0,10
linalool 2,40 terpinolen 0,10
eugenol 2,20 trans-linalool oxid 0,10
1,8-cineol 2,00 bornyl acetat 0,10
p-cymen 1,10 piperiton 0,10
alfaterpineol 0,70 fenylethyl acetat 0,10
kumarin 0,70 geraniol 0,10
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benzylbenzoat 0,70 2-fenylethylalkohol 0,10

alfa-pinen 0,60 2-fenylpropylacetat 0,10
alfa-feladren 0,60 cuminaldehyd 0,04
alfa-humulen 0,60 delta-caren 0,03
limonen 0,50 gama-terpinen 0,03
alfa-terpinen 0,40 farnesol 0,03
terpinen-4-ol 0,40 2-vinylfenol 0,03
hydrocynamaldehyd 0,40 sabinen 0,02
alfa-ylangen 0,30 furfural 0,02
benzaldehyd 0,30 borneol 0,02
cinnamyl alkohol 0,30 izoeugenol 0,02
camfen 0,20 Ostatni 0,86

1.1.3.2 C(inska cassie (Cinamomum cassia)

Kira druhu C. cassia obsahuje 6,5-11,9 % vody; 12,0-28,8 % vlakniny; 6,9-32,0 % sacharidi;
3,1-3,4 % bilkovin a 1,9-8,2 % popelovin. Obsah esencialniho oleje v kife ¢ini 0,5-5,1 %.
Dominantni slozku esencialniho oleje tvofi cinnamaldehyd s podilem asi 80-93 % [7].

Tabulka 4: Prehled fyzikalnich parametrii esencialniho oleje C. cassia [13]

Parametr Hustota [g-cm™] Index lomu [-] Opticka stacivost [°]

Hodnota 1,055-1,070 1,600-1,606 +1-6

Obsah kumarinu v ktife ¢ini 1 740-10 900 mg-kg™ (0,174-1,09 %) [11]. Dle Evropského Giadu
pro bezpeénost potravin je tolerovany denni pfijem 0,1 mgkg! vahy jedince.
To pii kalkulované hmotnosti jedince 60 kg dava ekvivalent 6 mg kumarinu [12]. Vypoctem
vychazi tolerovany denni p¥ijem kiry C. cassia pii obsahu kumarinu 10 900 mg-kg™ [11]
na 0,55 g kiiry cassie (resp. na 3,45 g pii obsahu kumarinu 1 740 mg-kg! [11]).
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Obrazek 4: Strukturni vzorec kumarinu [14]

Prvni problémy s toxickym piasobenim kumarinu (resp. methylenbishydroxykumarinu)
byly pozorovany na ptfelomu 19. a 20. stoleti v Severni Americe. Pii krmeni skotu silazi
s vysokym zastoupenim komonice bilé (Melilotus albus Medik.) a komonice Iékaiské
(Melilotus officinalis (L.) Lam.) se objevovaly krvacivé projevy. Pricina téchto potizi
byla odhalena az ve 20. letech 20. stoleti [ 14].

Dvé nejzndméjsi metabolické drahy slouzici k odbourdni kumarinu jsou znazornény
na Obrazku 5 [15]. Smér degradace kumarinu je dén pfitomnosti izoforem cytochromu
P450 [16]. Dominantni zptsob odbourani je hydroxylace molekuly kumarinu v poloze 7
za vzniku 7-hydroxykumarinu [17]. V mensi mife je kumarin odbouravan pies epoxidovy
meziprodukt. Ten reaguje s glutathionem za vzniku o-hydroxyfenylacetaldehydu (o-HPA).
Tento o-HPA ptisobi pravdépodobné hepatotoxicky. Produktem jeho detoxikace je netoxicka
o-hydroxyfenyloctova kyselina (o-HPAA) [15][18].

@)
COL - (L
s
O O O O

kumarin kumarin 3 4—ep0xid

|

N ©:CH ,CHO
HO O O

7-hydroxykumarin o-hydroxyfenylacetaldehyd (o-HPA)

@:CH ,COOH

o-hydroxyfenyloctova kyselina (o-HPAA)

Obrazek 5: Metabolické drahy odbourdni kumarinu [15]
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1.1.4 Skorice jako koFeni

Parametry koteni v¢etn¢ skotice specifikuje v ceském pravnim fadu vyhlaska ¢. 398/2016 Sb.
o pozadavcich na kofeni, jedlou stl, dehydratované vyrobky, ochucovadla, studené omacky,
dresinky a hot¢ici. Ta mimo jiné uvadi, Ze na trh je mozné uvadét celou, drcenou nebo mletou
ktru skoticovnikti druht Cinnamomum zeylanicum, C. aromaticum, C. loureloi, C. burmanii
a C. tamala. Dalsi pozadavky tykajici se senzorickych, fyzikalnich a chemickych vlastnosti
jsou shrnuty v Tabulkach 5 a 6 [19].

Tabulka 5: Smyslové pozadavky na jakost skorice [19]

Nazev koreni Vzhled Barva Viané Chut

skofice cela  kousky, svitky, trubky nebo  svétle Zlutd,  charakteristickd kofenita,

pruty oskrabané nebo tmavé Zluta, po skofici, nasladla,
neosSkrabané, hladkého az skoficove vyrazna az natrpkla
drsného povrchu, tvrdé, bez hnéda az ostra az

kouski dieva a vétvicek Cervenohnéda svirava,
skoficovniku Stiplava

skorice jemny prasek bez okrova charakteristickd ~ ostra,
drcena nebo znatelnych ¢astic nebo drt’ s odstinem do po skofici koftenita

mleta hnéda az
cervenohnéda

Tabulka 6: Fyzikalni a chemické pozadavky na jakost skorice [19]

Nazev  Vlhkost Celkovy Silice Popel Primési v % hm. nejvyse
koreni popel nerozpustny
v kyseliné organické anorganické
% hm. % hm. % v % hm. vlastni  cizi
nejvyse suSiny v suSin¢ susiny
nejvyse nejmeéne nejvyse

skofice 14,0 7,0 1,0 2,0 2,0 1,0 0,5
cela
skorice 12,0 7,0 0,5 2,0
drcena
nebo
mleta
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1.1.5 Kyvalita a autenticita skorice

Kazda potravina véetné skofice musi pii uvedeni na trh v EU splnovat ptislusna legislativni
kritéria. Produkce koteni je dominantné soustfedéna v méné rozvinutych statech svéta a staty
EU jsou zavislé na dovozu komodit z téchto oblasti [20]. Kofeni dovazené do EU pochazi
piedevsim z jihovychodni Asie. Nejvice dovazenym kotenim je zézvor (114 tisic tun, z toho
43 % z Ciny). Skofice s objemem 13 tisic tun se fadi na paté misto. Hlavnim dovozcem skofice
do EU je Vietnam s podilem 35 % [21].

Tabulka 7: Objem importu jednotlivych druhii koreni do EU [21]

Nazev koreni Objem dovozu do EU [tisic tun] Hlavni dovozce a jeho
podil

Zazvor 114 Cina (43 %)

Paprika 111 Cina (73 %)

Pepr 50 Vietnam (63 %)

Kurkuma 16 Indie (79 %)

Skotice 13 Vietnam (35 %)

Pii produkei, zpracovani a transportu je zdsadni dodrzeni podminek pro zachovani kvality
a bezpeCnosti potravin. Nejvétsi rizika predstavuji kontaminace pesticidnimi latkami
uzivanymi pii péstovani plodin, mikrobiologické kontaminace spojené s produkci mykotoxind,
napadeni skladiStnimi Sktdci a kontaminace cizimi pfedméty [20]. Velky problém rovnéz
piedstavuje padélani a matouci ¢i chybéjici oznacovani. Vysoka cena kvalitnich druhi koteni
a jejich omezena dostupnost na globalnim trhu je hlavni pfi¢inou nekalych obchodnich
praktik [22].

Za ucelem ochrany specifickych nazvl produkti a jejich vlastnosti byla na tizemi EU zavedena
Zemépisnd oznaceni. Mezi Zemé&pisnd oznaceni spadaji Chranéné oznaceni plivodu, Chranéné
zemé&pisné oznaceni a Zemepisné oznaceni. Chranéné oznaceni ptivodu a Chranéné zemépisné
oznaceni se ud€luje potravinam a vinu. Pokud je zbozi oznacené zndmkou Chranéné oznaceni
puvodu, musi byt vSechny ¢asti produkce a vyroby provedeny vyhradné v dané oblasti. Pti uziti
oznaceni Chranéné zemépisné oznaceni musi byt alesponl jedna faze vyroby nebo zpracovani
provedena v dané oblasti. Zemépisné oznaceni je specifické pouze pro lihoviny a garantuje,
ze alesponl jedna faze destilace ¢i ptipravy prob¢hla v dané oblasti [23].
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Obrazek 6: Loga Chranéné oznaceni piuvodu a Chranéné zemépisné oznaceni [23]

V ptipadé¢ skofice se od roku 2022 uziva Chranéné zemépisné oznaceni. Tyto produkty nesou
oznaceni Ceylon Cinnamon (cejlonska skofice). Jednd se o kofeni druhu Cinnamomum
zeylanicum pochazejici ze Sri Lanky. Timto zplisobem lze oznacovat celé 1 nafezané tyCinky
(resp. svitky kiiry), prasek a olej z listti a kliry. Ve vSech pripadech musi jit o produkty vyrobené
zklry nebo listi tohoto rostlinného druhu. Podminkou je rovnéz obsah kumarinu nizsi
nez 0,004 % a obsah cinnamaldehydu musi ¢init mezi 8 a 70 % éterického oleje [24].

1.2 Metody slouzici k ovéreni autenticity skorice

Hlavnim pfedmétem nekalych praktik pti obchodovani se skofici je uvedeni v omyl ohledné
botanického druhu obchodované skotice. Cilem téchto podvodi je klamavé oznaceni cassii
jako cejlonské skofice. Touto cilenou zdmeénou vznika obchodnikovi vyssi zisk, nez pokud
by dodrzoval zéasady poctivosti. Situaci predevSim u mleté skofice komplikuje obtizné
(¢i dokonce nemozné) odhaleni této zamény pouze na zakladé vzhledu [25]. Castym jevem
je rovnéz michani cejlonské skofice s cassii v riznych pomérech, coz jesté vice ztézuje
identifikaci produktu [26]. Skofici lze pad€lat rovnéz pfimichavanim syntetickych slozek
¢terického oleje skotficovniku cejlonského jako je cinnamaldehyd. Tyto metody pozitivné
ovlivituji senzoricky profil padélané skofice a téméf znemoznuji jeho odhaleni pomoci
senzorického hodnoceni [27].

1.2.1 Genetické metody

Metody zalozené na analyze DNA poskytuji mnohem piesnéjsi vysledky nez konkuren¢ni
metody. Jejich hlavni pfednosti je schopnost odlisit druhy, které¢ jsou morfologicky obtizné
rozlisitelné ¢i botanicky blizce pfibuzné. Tyto metody rovnéz umoznuji provedeni analyz
z témet libovolné velmi malé c¢asti rostliny [28]. Uvadi se, ze tradicni taxonomie zalozena
na morfologickych znacich narazila na své limity. Divodem je vysoky celkovy pocet
botanickych druhli a s tim souvisejici vysoka pravdépodobnost vyskytu kryptickych druhi.
Tyto druhy jsou morfologicky nerozlisitelné, ale jsou geneticky odlisné [29].

Jednou z genetickych metod pro determinaci druht je DNA barcoding. Tato metoda
je zalozena na determinaci botanickych druhti dle charakteristického useku DNA. Délka
vhodného tseku DNA muze byt pomérné¢ kratkd v fadu nizsich desitek nukleotidii. 1 takto
kratky usek poskytuje pocet kombinaci v fadu miliont az miliard, coz je k determinaci druhti
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dostacujici [29]. Analyzovat 1ze jadernou, mitochondrialni i chloroplastovou DNA. Ptikladem
genu jaderné DNA, ktery je Siroce vyuzivan k odliSeni mnoha rostlinnych druhti jsou regiony
ITS [30]. ITS1 aITS2 (z angl. Internal Transcribed Spacer) jsou piepisovang, ale nekodujici
oblasti ve struktufe genu kodujiciho ribozomy [31][32]. Vyhodami vyuziti regiont ITS1 a ITS2
je jejich rozsifeni napiic celym fylogenetickym stromem organismil a zejména fakt, ze obé
oblasti jsou nekddujici. Absence translace této oblasti DNA znamend prakticky nulovy selekéni
tlak, a tim padem dédicnost veskerych vzniklych mutaci v téchto usecich DNA. Oproti
chloroplastovym gentim jsou regiony ITS1 a ITS2 mnohem vice univerzalni [33]. Region ITS2
je snadno aplikovatelny a kratsi, proto je snadze sekvenovatelny. To ho predurcuje k odliSeni
blizce ptibuznych druht rostlin [31].

rostlinna bunka

N jaderna ribozomalni DNA (ntTDNA)
AL L —— sers = TETS
AW B sas PR s
GONA \. ITSR

Obrazek 7: Schématické znazorneni jaderné ribozomalni DNA s oblastmi ITSI a ITS2 [32]

Rostliny produkuji mnoho specifickych sekundarnich metaboliti. Terpeny piedstavuji
vyznamné rostlinné metabolity. Mnohé z nich lze zatradit mezi sekundarni metabolity. Podil
zastoupeni jednotlivych terpenoidnich latek je do zna¢né miry rodové i druhové specificky.
Mnohé z nich jsou prumyslové ¢i medicinsky vyuzivané [34]. Rostliny zrodu skotficovnik
jsou z terpenoidnich latek bohaté zejména na kafr, D-borneol a linalool [35]. Syntéza terpenti
probiha terpenoidni dradhou. Pribéh terpenoidni drdhy mize byt u rostlin lokalizovan
v cytosolu, plastidech a mitochondriich. Meziprodukty téchto drah jsou mimo jiné
geranyldifosfat, farnesyldifosfat a geranylgeranyldifosfat. Tyto meziprodukty jsou dale
vyuzivany enzymy souhrnné¢ oznaCovanymi jako terpensytdzy (TPS) [36]. Terpensytazy
jsou u rostlin zna¢né variabilni. Konkrétni struktura TPS je druhové specificka a geny kodujici
TPS mohou byt vyuzity k determinaci jednotlivych druht skoficovnikii. U skoficovniki
se vyskytuji terpen syntazy téchto skupin: TPS-a, TPS-b, TPS-c, TPS-e/f, TPS-g [35].
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DMADP - dimethylallyldifosfat, FDP - farnesyldifosfat, GDP - geranyldifosfat, GGDP - geranylgeranyldifosfat, IDP - izopentenyldifosfat, NDP - neryldifosfat
Obrazek 8: Drahy syntézy terpenti [36]

K rozliSeni rostlinnych druhii 1ze rovnéz vyuzit analyzu chloroplastové DNA [33].
Chloroplastova DNA je cyklickd molekula o délce 120 az 217 kb. Typicka rostlinnd buiika
obsahuje vice kopii chloroplastové DNA (cca 50 kopii oproti jaderné DNA). Vyssi pocet kopii
DNA usnadnuje jeji amplifikaci. Na rozdil od jaderné DNA je chloroplastovd DNA dédéna
striktné matrilinedrné, coz umoziuje sledovat populaci rostlin po matetské linii [30].
Mezi uzivané markery chloroplastové DNA patii naptiklad matK (gen pro maturdzu K), rbcL
(gen pro velkou podjednotku ribuldzy bisfosfat karboxyldzy/oxygenazy), trnH-psbA (intron
mezi genem pro histidinovou t-RNA a genem pro protein fotosystému II), rpoB, rpoC1 (geny
pro podjednotku B a C1 RNA polymerazy), trnL-trnF (intron mezi geny pro t-RNA pienasejici
leucin a fenylalanin) a atpF-atpH (interon mezi gen pro podjednotku I a III ATP syntazy) [33].
Chloroplastova DNA druhu C. cassia je tvotena 126 geny. Z nich 82 kéduje proteiny, 36 kdduje
tRNA a zbyvajicich 8 rRNA. Na zaklad¢ analyzy chloroplastového genomu lze rozlisit ptibuzné
druhy v ramci jedné celedé. Obrazek 9 uvadi fylogeneticky strom druhii Celedi vaviinovité
(Lauraceae) ziskany na zdkladé srovnani 51 gent chloroplastové DNA kodujicich
proteiny [37].
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Obrazek 9: Fylogeneticky strom celedi Lauraceae ziskany dle analyzy chloroplastovée DNA [37]

Mitochondrialni DNA je pfi rozliSovani druht vice vyuzivana u Zzivo€ichd. Vyznamnou
sekvenci je COIl. Jednd se o mitochondridlni gen kodujici podjednotku 1 enzymu
cytochrom c oxidazy [38]. Oblast DNA vhodna pro rozliSeni druhit musi spliovat tii kritéria:
prokazatelnou mezidruhovou variabilitu a soucasné stalost u daného druhu, vhodnou délku
sekvence s ohledem na izolaci a amplifikaci DNA, a pfitomnost stabilnich usekii vhodnych
pro nasedani primerid. VyznamnéjSimu vyuziti zkoumani genu CO1 u rostlin brani fakt, ze dana
oblast mitochondridlni DNA podIéhd u rostlin mnohem snadnéji mutacim a nepiedstavuje
stabilni oblast pro jednoznacnou identifikaci rostlinnych druhii [39]. Obecnou nevhodnost
pouziti mitochondridlni rostlinné DNA zpiisobuje rovnéz jeji vysoka variabilita ve velikosti
genomu a vznik slozitych struktur [40]. Omezend rychlost mutace mitochondridlni DNA
urostlin predstavuje dalsi problém jejiho vyuziti. Rychlost mutaci mitochondridlni DNA
u krytosemennych rostlin je zhruba pétkrat pomalejsi nez u jaderné DNA. Oproti tomu u savcu
je naopak asi petkrat vyssi nez u jejich jaderné DNA. Vyssi rychlost mutace umoziiuje rychlé
shromdzdéni mutaci v mitochondridlnim genomu a tim snadné rozliSeni blizce ptibuznych
druhti [41].

1.2.2 Analyza chemického sloZzeni

Chemickeé slozeni kofeni zavisi na mnoha faktorech. Zasadni roli hraje botanicky druh rostlin,
zn¢hoz bylo kofeni ziskano. VIiv ma rovnéz prostiedi, vnémz bylo kofeni péstovano
(pedoklimatologické podminky a agrotechnika) a procesy zpracovani a vyroby koieni [42].
Chemické slozeni kiiry skoticovniku cejlonského (C. zeylanicum) se vyznamné lisi od ostatnich
druhtt skoficovnikii. Zasadni rozdil byl zaznamendn =zejména u obsahu kumarinu
a cinnamaldehydu [9][10][11]. Zminéné rozdily lze vyuzit pii nepiimém zplsobu autentifikace
mleté skofice [43].
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Kumarin (neboli 2H-1-benzopyran-2-on) je tvofen kondenzovanym benzenovym
a alfapyronovym kruhem. V rostlinnych matricich se kromé kumarinu lze setkat s mnoha z jeho
vice nez 1300 derivati. Vyznamnymi derivaty kumarinu jsou jeho hydroxyderivaty.
Ptitomnost jedné ¢i vice —OH skupin méni polaritu celé molekuly [44].
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Obrazek 10: Vyznamné prirodni derivaty kumarinu [44]

Bézné uzivanou metodou ke stanoveni obsahu kumarinu ve vzorku skotice je HPLC s UV
detekci [2]. Kumarin je ze vzorku mleté skofice extrahovéan Cinidlem na bazi organického
rozpoustédla. Napiiklad pomoci extrakéniho c¢inidla methanol:voda v poméru 4:1 [10].
Pro vyssi vytéznost extrakce lze postupnou extrakci nejprve pomoci sméesi methanol:voda
v poméru 4:1 a nasledn¢ 9:1 [46]. K extrakci lze vyuzit i Cisty methanol [47]. Pro detekci
kumarinu je vyuzivdno UV zateni [45]. Nejcastéji je vyzivana detekce pomoci UV zareni
o vlnové délce 278,1 nm [45][46], respektive 279 nm [10]. Pravé v této oblasti dosahuje
absorbance kumarinu globalniho maxima [45].
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Graf 2: Absorpcni spektrum kumarinu v UV oblasti [45]

Pti ovéfeni autenticity skofice se obvykle vyuziva stanoveni 1 dalSich slouc¢enin kromé
kumarinu. Vlbec nej€astéji stanovovanou slozkou je cinnamaldehyd. Ten tvoii az 95 %
éterického oleje u cassii, ale pouze asi 50 az 83 % u skoficovniku cejlonského [10]. Zatimco
obsah kumarinu ptfedstavuje znacné signifikantni signal k rozliSeni skoficovniku cejlonského
od ostatnich druht skoticovnikil, pro obsah cinnamaldehydu toto tvrzeni neplati [46].

Tabulka 8: Srovnani obsahu slozek mleté skorice metodou HPLC [46]

Druh Kumarin Cinnamaldehyd Cinnamylalkohol
%

C. zeylanicum <0,01 1,49-3,20 <0,02-0,083

C. cassia 0,14-0,70 0,76-3,37 <0,02

C. burmanii 0,042 0,054 0,046

Pfi ovéfeni autenticity skofice se nabizi soubézné stanoveni obsahu kumarinu
a cinnamaldehydu. V takovém ptipad€ jako extrakéni €inidlo vyuZzivda smés ethanol:voda
vpoméru 1:1. Vtomto piipadé¢ probiha detekce pti 275 nm. K eluci kumarinu dochazi
dfive nez u cinnamaldehydu [43].
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Graf 3: Chromatogram pri stanoveni obsahu kumarinu a trans-cinnamaldehydu [43]

Obecné maji vzorky cassii vyssi obsah cinnamaldehydu. Stanoveni obsahu této slouceniny
nelze brat jako signifikantni parametr pro hodnoceni autenticity skofice z divodu jeji vysoké
variability mezi vzorky. Jednou z pticin muze byt zptisob skladovani a s tim souvisejici vysoka
volatilita cinnamaldehydu ve srovnani s kumarinem [43]. Urcitou roli miize hrat rovnéz vysoka
oxida¢ni nestabilita cinnamaldehydu jiz pfi mirné¢ zvySené teplot¢ (35 °C) v atmosféte
obsahujici kyslik. Produktem téchto reakci je nejcastéji benzaldehyd [47].

1.2.3 Spektralni metody

Spektralni metody oznacuji dalS$i ze zplsobii ovéfeni autenticity skofice. Spadd sem
hyperspektralni ~ snimkovani a  NIR/IR  spektrometrie.  Tyto  metody  patii
mezi nedestruktivni [42], coz predstavuje vyhodu oproti diive zminénym metodam.
Hyperspektralni snimkovani v oblasti viditelného az blizkého infracervené¢ho zareni (450
az 940 nm) predstavuje vhodnou metodu pro odhaleni cizorodych piimési uzivanych
pii padélani mleté skofice. Naméfend data byla analyzovand nastroji strojového uceni.
Na zakladé ziskanych vysledkii byla UspéSné ovéifena moznost detekce piiméesi pSenicné
a cizrnové mouky a prasku z moiské pény v rozsahu 0 az 50 % hm. V piipadé obou druhil
mouky Cinila spolehlivost 100 %, v ptipad¢ praSku z motské pény pak 98,9 % [48].

Po analyzu druhového zastoupeni skotice v mleté skoftici se pouziva spektrometrie v NIR nebo
IR oblasti [26][49]. Oblast NIR odpovida rozsahu vlnovych délek priblizné 940 az 1640 nm.
V této oblasti vinovych délek dochazi k absorpci ¢asti zafeni predevsim vazbami C-H, O-H
a N—H. Ty se nachdzi pfedevsim v sacharidech, proteinech, lipidech a vod¢. Z hlediska rozliSeni
skoficovniku cejlonského (C. zeylanicum) a druhu C. cassia hraje zasadni roli oblast 1 440
az 1 640 nm. Uvedena metoda se osvédcila nejen pro odliSeni ¢Cistych jednodruhovych vzorkii,
ale 1 jejich smési v riiznych pomeérech [49].
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Graf 4: Spektrum vzorkit skorice v NIR oblasti [49]

Urcitou skupinu metod falSovani skofice predstavuje piimichavani destilacniho zbytku
po zisku esencidlnich oleji. Pfilezitost pro odhaleni téchto podvodi poskytuje analyza
v infradervené oblasti (konkrétné 4000 az 600 cm™ neboli 2,5 az 16,67 pm) pomoci metody
FT-IR neboli infracervené spektrometrie s Fourierovou transformaci. Tato metoda dokazala
pomérné dobte rozpoznat vzorky pravé skoftice s piimési C. cassia nebo destilaéniho zbytku.
Nejvyznamnéjsi rozdily byly pozorovany v oblastech 1800 az 600 cm™ a 3 500 az 2 800 cm™.
Pro odhaleni pi¥imési destilaéniho zbytku byl zasadni pik pfi 2920 cm™. Tento pik
je charakteristicky pro latky lipidické povahy (tj. véetné slozek esencialniho oleje) a u vzorku
destilaéniho zbytku zcela chybél. Limitem této metody byl vSak obsah destilacniho zbytku
na trovni 20 %, ktery byl minimalni pro detekci této metody falSovani skofice [26].
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1.3 DNA
1.3.1 Sktruktura

Struktura DNA (deoxyribonukleové kyseliny) byla poprvé popsana J. D. Watsonem
aF.Crickem vroce 1953 [50]. Deoxyribonukleova kyselina se sestavd ze dvou
komplementarné spojenych fetézcli nukleotidii obtoenych kolem spole¢né osy. Oba fetézce
jsou vzajemné spojeny vodikovymi mustky mezi nukleotidy. Bylo zjisténo, ze pomér
dusikatych bazi adenin ku thyminu a cytosin ku guaninu je roven jedné. Na zéklad¢ téchto
objevl byla formulovana Watson-Crickova pravidla. Ta uvadi, Ze vzajemné komplementarnimi
bazemi jsou adenin s thyminem a cytosin s guaninem [51]. Podobu dvousroubovice DNA
se vSemi slozkami uvadi Obrazek 11 [52].

Vazba

vodikovym \piteotid
mustkem

Obrazek 11: Struktura DNA [52]

YV wrw

Sroubovice ds-DNA se muze vyskytovat v nékolika forméach. Nejb&Zngjsim typem
vyskytujicim se v bunikdch je B-DNA, kterd je pravotociva. Na jedno otoceni pfipada v priméru
10,5 nukleotidu. Primér dvousroubovice B-DNA je 2 nm. Délka jednoho zavitu dosahuje
3,57 nm. Dal§im typem pravotoc¢ivé Sroubovice je A-DNA. U A-DNA piipadéa na jeden zavit
11 nukleotid. Primér A-DNA je 2,3 nm a dalka zavitu ¢ini 2,80 nm. Ptikladem levotocivé
DNA je Z-DNA. Ta je tvofena 12 nukleotidy na otacku. Jeji primér je 1,8 nm. Délka jedné
otacky dosahuje 4,4 nm [53].

1.3.2 Izolace DNA

Izolace DNA v odpovidajici istoté a koncentraci predstavuje zakladni pozadavek pro nasledné
analyzy [54]. Optimalni zptisob izolace DNA neni shodny nap#i¢ vSemi organismy. Existuji
pomérné univerzalni postupy izolace DNA z rostlinnych materialii [55]. Vyhodou téchto metod
je rychlost izolace DNA a nepouzivani t¢kavych zdravi Skodlivych latek. Ptikladem takové
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izolace je extrakce pomoci extrakéniho pufru slozené¢ho z 200 mM Tris HCI, 250 mM NaCl,
25 mM EDTA a 0,5% roztoku dodecylsiranu sodné¢ho (SDS). Extrakt se centrifuguje.
Supernatant je ptfenesen do Cisté zkumavky typu Eppendorf, kde je smichan se shodnym
objemem isopropanolu. Roztok se ponecha pii pokojové teploté po dobu dvou minut a nasledné
centrifuguje. Ziskany pelet se vysusi na vakuové odparce a nasledné rozpusti v TE pufru. Cela
extrakce zabira méné nez 15 minut a ziskand DNA je, pii skladovani za vhodnych podminek,
pouzitelna vice nez rok [56]. Nevyhodou obdobnych metod je zvySena moznost kontaminace
izolatu DNA polysacharidy a polyfenoly. Tento problém nastdva naptiklad u stromi
z tropickych oblasti [55]. Pfitomnost zvySeného mnoZzstvi polysacharidi v izolatu DNA
inhibuje Taq polymerazu pfi polymerazové tfetézové reakci. Polyfenoly vytvaii kovalentni
vazby s DNA ¢imz znemoziuji jakékoliv molekulérni analyzy [57].

Alternativni metodu ptedstavuje izolace pomoci CTAB protokolu. Vyhodou tohoto postupu
je zisk DNA o vysoké Ccistot¢ bez pfitomnosti inhibitor. Samotny postup je zalozen
na opakované centrifugaci a precipitaci, coz ¢inni tuto metodu zna¢né Casové narocnou.
Uvadéna doba extrakce se pohybuje v rozmezi 3 az 4 hodin v zavislosti na poctu precipitacnich
krokt [58]. Pti extrakci DNA timto postupem je k mechanicky naruSenym buitkam rostlinného
vzorku pfidan extrakéni pufr slozeny z Tris-HCl, EDTA, NaCl, CTAB (neboli
cetyltrimethylamoniumbromidu) a f-merkaptoethanolu. Vzorek se inkubuje za zvysené teploty
nekolik desitek minut. Nasledné je k roztoku ptidana smés chloroformu s izoamylalkoholem.
Roztok je centrifugovan. Odebrany supernatant je smichan se studenym isopropanolem, ktery
zajisti vysrazeni DNA. Vznikly pelet je opakované piecistén pomoci ethanolu, dikladné
vysuSen na vakuové odparce a rozpuStén v malém objemu destilované vody [59]. Piiklad
konkrétniho postupu izolace DNA pomoci CTAB protokolu ilustruje Obrazek 12 [58].

Opakovani | az 3x

Pfidavek 750 ul CTAB pufiu Vodnt lizei 65 °C [F e RS i 1
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= Preneseni 750 pl sumernatantu do
S——2 dist¢ Eppendorf zkumavky a
Centrigugovani pii 12 000x g ‘i ‘ ptidani stejného obému smési
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Obrazek 12: Schéma extrakce DNA pomoci CTAB protokolu [58]
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1.3.3 Cistota a koncentrace

Ke stanoveni Cistoty a koncentrace DNA se Casto vyuziva absorbance v UV oblasti. Zasadni
roli hraji vinové délky 230, 260 a 280 nm [54]. Vychazi se ze skutecnosti, Ze nukleové kyseliny
DNA i RNA maji absorpéni maxima pii 260 nm. PfiCemz absorbance ssDNA je vyssi
nez absorbance dsDNA. Naopak pfi 230 nm dosahuje jejich absorbance lokalniho minima.
Pti stanoveni koncentrace DNA se vychdzi zpredpokladu, Zze Aas roztoku dsDNA
o koncentraci 50 pg'ml™’ je rovna 1 [60]. Cistotu lze stanovit pomoci poméru Aaeo/Axso.
Jeho hodnota se u cist¢ho vzorku DNA pohybuje kolem 1,8. Pokud je vys$i nez 2, znaci
to kontaminaci RNA. Pokud je naopak <I1,6, je vzorek kontaminovany proteiny. Z poméru
A260/A2301ze rovnéZz stanovit Cistotu vzorku, nicméné poskytuje méné piesné vysledky nez diive
zminény pomer Azeo/A2go. V idedlnim piipadé se tento pomer Azeo/A230 pohybuje v rozmezi 2,0
az 2,2. V ptipadé niz§ich hodnot lze konstatovat kontaminaci proteiny, EDTA, sacharidy,
lipidy, solemi ¢i fenolickymi latkami [54].

1.3.4 Denaturace

Pti denaturaci DNA dochazi k pteruSeni vodikovych mustkli a vzniku dvou samostatnych
vlédken oznacovanych jako ss-DNA. DNA mtize byt denaturovana chemicky (napt. zménou pH
nebo vysokou iontovou silou) ¢i tepelné. Teplota denaturace je ovlivnéna mimo jiné
zastoupenim cytosinu a guaninu [61]. Cytosin vytvafi s guaninem tfi vodikové mistky, zatimco
adenin s thyminem pouze dva [50]. VyS$$i zastoupeni cytosinu a guaninu ¢inni DNA
termostabilnéj$i a posouva teplotu denaturace k vyS$$im hodnotdm [61]. Pribéh denaturace
1ze zjisStovat méfenim absorbance v UV oblasti (zejména pii 260 nm). Vychdzi se z poznatku,
ze soucet absorbance dvou ss-DNA vzniklych denaturaci je vyS$i nez absorbance puvodni
matei'ské ds-DNA. Pti denaturaci dochdzi k prudkému nariistu absorbance zatreni o vinové délce
260 nm (viz Obrazek 13). Pfi dosazeni inflexniho bodu absorpcni kiivky probéhla denaturace
praveé z 50 % [62]. Teplota, pfi nizZ bylo dosazeno inflexniho bodu absorpcni kiivky, se nazyva
teplota tini DNA a obvykle se oznacuje T [61].
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Obrdazek 13: Pritbéh absorbance UV zareni pri denaturaci DNA zvySenou teplotou [62]
1.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova ftetézova reakce predstavuje zékladni analytickou metodu vyuzivanou
v molekularni biologii. Jejim cilem je zvySeni koncentrace DNA na analyzovatelnou
koncentraci. Objevena byla tymem molekularniho biologa Karyho Mullise v roce 1983 [63].
Principidlné se PCR sklada ze sekvence tii mnohokrat se opakujicich kroka. Prvnim krokem
je denaturace, pifi niz dochazi ke vzniku dvou vlédken ss-DNA z jednoho dvojvlakna ds-DNA.
Nasleduje hybridizace, pfi niZ se na specifické misto ss-DNA vaze usek oligonukleotida
nazyvany primer. V poslednim kroku za tc¢asti enzymu DNA polymerazy dochazi k elongaci
usekii primerd pomoci deoxynukleosidtrifosfati. Béhem kazdého kroku dochazi
k zdvojnasobeni mnozstvi DNA. Pii prvnim pouziti PCR byla vyuzivana DNA polymeraza
z bakterie Escherichia coli. Ta neni termostabilni a béhem denatura¢niho kroku je sama
denaturovéna. Z tohoto diivodu vyzadovala prvni PCR opétovné pfidavani DNA polymerazy
v kazdé sekvenci krokt, konkrétné po ochlazeni nasledujicim po denaturaci [64].
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Obrazek 14: Schema PCR [65]
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V soucasnosti je vyuzivana termostabilni DNA polymeraza, ktera odolava obvyklé denaturacni
teploté 95 °C. Tim padem ji staci ptfidat do reak¢éni smési pouze na pocatku. Prvni a dosud hojné
pouzivanou je DNA polymeraza pochdzejici z termofilni bakterie Thermus aquaticus [66].
Ttikrokovy teplotni profil reakce je provadén ve specidlnim pfistroji zvaném termocycler.
Ten umoznuje paralelné provadét PCR pro mnoho vzorka soubézné [63]. V reakéni smési
jsou kromé vzorku DNA a enzymu DNA polymerazy obsazeny hofec¢naté ionty, které slouzi
jako kofaktor DNA polymerazy, nukleotidy a dva druhy primerti oznacované jako forward
a reverse. Soucasti PCR smési je 1 voda [67].

1.5 PCR s vysokorozliSovaci analyzou krivek tani (real-time PCR-HRM)

Jednou z variant PCR je PCR v redlném case (real-time PCR). Ta kombinuje princip klasické
PCR s detekci pribéhu reakce v realném Case. Detekce vznikajicich amplikonii probihd pomoci
fluorescence. Vyuziva se schopnosti interkala¢nich barviv véazat se na ds-DNA.
Mira fluorescence odpovida mnozstvi ds-DNA. Nevyhodou pouziti interkalacnich barviv (napf.
SYBR Green) je jejich nespecifita. To znamena, ze se vazou na vSechnu dostupnou ds-DNA
véetné nespecifickych produkti [68]. Pro detekci pouze specifickych produktti PCR 1ze pouzit
znacené sondy, které jsou schopny vazby pouze na specifické tiseky DNA. Timto zptisobem
1ze Gi¢inn€ rozpoznat specifické produkty od nespecifickych [69].

Nadstavbu real-time PCR ptedstavuje vysokorozliSovaci analyza kiivek tani. Tato metoda
je zalozena na meéfeni intenzity fluorescence vzorku DNA v prabéhu jeji denaturace
(tj. v zévislosti na zvySujici se teploté) [70]. Postupnym zvySovanim teploty dochazi
k denaturaci ds-DNA na dvé vldkna ss-DNA. Pribéh denaturace je ovlivnén zastoupenim
a poradim jednotlivych part nukleotidi [61]. Pfi HRM Ize detekovat zménu 1 jen nékolika part
bazi na zakladé¢ odlisné¢ho pribéhu denaturacni kiivky [70]. Vyslednou kiivku tani 1ze zobrazit
v normalizované a derivované podob¢ (graf 5) [71]. Na zaklad¢ téchto rozdilii 1ze rozpoznat
1 blizce piibuzné druhy [72], které jsou jinymi metodami velmi obtizn€ rozpoznatelné.
Vyhodou qPCR-HRM je rovnéz rychlost provedeni analyzy [70].

~

- 5000 -

&S

v 1.0 -

oer! vzorek 1

8 vzorek 2 4000 -

§ 0.8 - vzorek 3

[75] +—

L < 1000

g 0.6 )

= w2

= <1 000

g 0.4 - 1

>

S

e = 1000 -

g 0.2

2 00 - 0 -

S I ) 1 1 1 I L] ) L) 1
E 78 79 80 81 82 78 79 80 81 82
'

<

E Teplota [°C] Teplota [°C]

Graf 5: Priklad kiivek tani v podobé normalizované a derivované kiivky [71]
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1.6 Chromatografie
1.6.1 Princip a vyuziti

Chromatografické techniky jsou zalozeny na principu separace dvou ¢i vice slozek ve smési
na zaklad¢ interakci separovanych latek se stacionarni a mobilni fazi [73]. Stacionarni faze
je vprocesu separace nehybnad a vytvaii prostfedi pro vzajemné interakce [74]. Mezi
stacionarni fazi a separovanou slozkou pisobi van der Waalsovy sily ¢i sterické interakce.
Adsorp¢ni mista staciondrni fdze jsou omezena pouze na povrch. Z tohoto ditvodu byva
stacionarni faze tvofena poréznimi strukturami [75]. Mobilni fazi tvofi kapalina nebo plyn.
Rychlost pohybu a slozeni mobilni fize pfimo urcuje schopnost separace. Na zakladé
usporadani staciondrni a mobilni faze azpisobu interakci Ize rozliSit mnoho
chromatografickych metod [74].

Chromatografie ptredstavuje Siroce rozsifenou techniku. Pfedstavuje univerzalni metodu
pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzy, stejn¢ tak mtze slouzit jako preparativni technika [75].
V soucasné¢ dobé jsou chromatografické techniky hojné¢ vyuzivany v oblasti monitoringu
zivotniho prostiedi, bezpecnosti potravin, ve farmacii [73], forenzni chemii [74]
¢1 petrochemii [76].

1.6.2 Rozdéleni

1.6.2.1 Rozdéleni dle uspoiadani

Chromatografické techniky lze na zakladé usporadani rozdé€lit na plandrni, kapalinovou
a plynovou chromatografii. Prvnim objevenym a pouzivanym typem chromatografie je planarni
chromatografie [77]. Planarni chromatografie ptedstavuje flexibilni a jednoduchou separacni
techniku umoznujici paralelné separovat nékolik vzorkli nardz. Ve svém usporadani se jedna
o stacionarni fazi tvofenou papirem ¢i jinym poréznim materidlem. Planarni chromatografie,
kterd vyuziva dalsi porézni materialy, se nazyva tenkovrstva chromatografie (TLC) [78]. Pohyb
mobilni faze je u TLC zajistén kapilarnimi silami vytvafenymi mezi poréznimi ¢asticemi.
Oproti jinym chromatografickym technikam je planarni chromatografie levnéjsi, ale v mnoha
ptipadech miiZze vznikat problém s reprodukovatelnosti vysledki [79].

Kolonova chromatografie ptedstavuje jisty protiklad planarni chromatografie. Zahrnuje
kapalinovou a plynovou chromatografii. Ob¢ tyto techniky maji spole¢né usporadani fazi.
Stacionarni faze je tvofena vyplni kolony ¢i jejim povrchem. Mobilni fazi se rozumi tekutina
(kapalina ¢i plyn), ktera proudi skrz kolonu. Vyhodou kolonové chromatografie je vyssi povrch
staciondrni faze a tim vys$S§i ucinnost separace ve srovnani s plandrni chromatografii [77].
Kapalinova chromatografie se vyuziva pii separaci rozpusténych slozek v roztoku. Plynova
chromatografie naléza uplatnéni pii analyze slozek tékavych [74]. Existuje mnoho provedeni
obou typt chromatografie. VSechny jsou zalozeny na shodnych zpiisobech separace [75].
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Obrazek 15: Rozdéleni chromatografie dle usporadani [77]

1.6.2.2 Rozdéleni dle zpitsobu separace

Existuje néckolik obecné wuzivanych chromatografickych separacnich zptsobt. Jedna
se o chromatografii afinitni, rozdélovaci, iontové vyménou, vylucovaci a adsorp¢ni. Rozd¢leni
a zakladni principy uvadi Obrazek 16 [80].
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Obrazek 16. Rozdéleni separacnich mechanismii u chromatografickych technik [80]
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Nejstarsi a nejdéle pouzivanou z nich je adsorbéni chromatografie. Tato metoda je zalozena
na povrchové sorpci molekul na povrchu stacionarni faze. Rozhodujici roli hraje polarita
analytu. Polarnéjsi molekuly jsou adsorbovany na staciondrni fazi pevnéji a prochazi pomaleji.
Naopak mén¢ polarni molekuly interaguji se staciondrni fazi méné a prochéazi kolonou rychleji.
Eluci adsorbovanych latek ovliviiuje i polarita mobilni faze. Mobilni faze s vétSi polaritou
vice interaguje se stacionarni fazi, zabirad vazebna mista a snizuje retencni ¢as analytu [81]. Roli
hraje rovnéz i samotny tvar a velikost molekul, kdy jsou snaze sorbovany molekuly
protahlejSiho tvaru, které maji vétSi styCnou plochu se stacionarni fazi v poméru ke své
hmotnosti [82].

Vylucovaci chromatografie separuje slozky na zékladé velikosti ¢astic [80]. K tomu vyuziva
principu molekulového sita. Velké molekuly difunduji do pdrt stacionarni faze jen velmi
omezen¢ a prochazi kolonou rychleji. Proti tomu drobné molekuly jako ionty soli snadno
vstupuji do stacionarni faze, kde jsou zpomalovany, a prochazi kolonou nepomérné
pomaleji [83].

Iontové vyménna chromatografie je zalozena na reverzibilnich interakcich opacné nabitych
castic pritomnych ve vzorku [77]. Stacionarni faze je v tomto pfipad¢ tvofena iontoménicem,
ktery muze byt dvojiho typu — kationtoméni€ a aniontoménic. Kationtoménic je nabity zéporne
a pritahuje kationty z roztoku. Aniontoménic¢ ma kladny néboj a pfitahuje anionty. lontoménice
jsou dale déleny dle vlivu pH na jejich naboj. Silné iontoméni¢e maji naboj stabilni nezavisle
na pH. Naboj slabych iontoménici ovliviiuje pH [80].

Rozdélovaci chromatografie popsana vroce 1941 je zalozena na rozdilné rozpustnosti
separovanych slozek ve vzijemné nemisitelnych kapalinach. V ptipadé rozd€lovaci
chromatografie je staciondrni i mobilni fidze tvofena kapalinou. Stacionarni faze tvofena
kapalinou je pevné adsorbovana na nosici [84], ¢imz vytvaii na jeho povrchu slaby film a tvoii
samotnou stacionarni fazi. Na zaklad¢ rozdilné rozpustnosti délenych slozek ve stacionarni
a mobilni fazi se ustanovuje rovnovaha [80]. Uvedeny stav je charakterizovan veli¢inou zvanou
rozdé€lovaci koeficient. Ten byl popsan jako pomér hmotnostni koncentrace rozdélované latky
ve stacionarni fazi ku jeji hmotnostni koncentraci v mobilni fazi [84]. Rozd¢lovaci
chromatografie mtize pracovat ve dvou médech. Chromatografie na normalni fazi uziva polarni
kapalinu jako stacionarni fazi a nepolarni kapalinu jako mobilni fazi. Nosi¢em stacionarni faze
je nejcastéji silikagel. V tomto pripadé jsou diive eluovany nepolarni latky oproti polarnim.
Druhym zptGsobem je chromatografie na reverzni fazi. Pii ni slouzi nepolarni kapalina
jako stacionarni faze a polarni kapalina jako mobilni faze. Stacionarni faze byva vazana
na dlouhé uhlovodikové zbytky. Pfi reverznim modu jsou nejprve eluovany polarni latky,
coz ¢ini tuto techniku pouzivangj§i zejména zdivodu zkraceni potiebného Casu
pro separaci [85].

Afinitni  chromatografie predstavuje nejselektivnéjsi  chromatografickou  separacni
techniku [75]. Jednad se o Castou techniku uzivanou k separaci biologickych latek. Vyuziva
Sirokou Skalu vzajemnych velmi selektivnich interakci separovanych slozek se stacionarni fazi.
Ptikladem mtzou byt interakce mezi enzymy a substraty, inhibitory a kofaktory; protilatkami
a antigeny; nukleovou kyselinou a k ni komplementarni sekvenci; ionty kovii a proteiny
s polyhistidinovou sekvenci. Vyslednd selektivita je dana souhrnem vice vazebnych
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anevazebnych interakci, které zahrnuji elektrostatické a hydrofobni interakce,
van der Waalsovy sily a vazbu vodikovym mitistkem. Souhrn téchto interakci zajist'uje extrémni
selektivitu a schopnost separovat napf. proteiny s tisicindsobnym navySenim Cistoty v jednom
separacnim kroku [77].

1.6.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s UV-VIS detekci

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) piedstavuje vyznamnou analytickou metodu
vyuzivanou v mnoha odvétvich [73]. V principu se jedna o kolonovou kapalinovou
chromatografii vyuzivajici nejcastéji vyluCovaci, iontové vyménnou ¢i rozdelovaci
chromatografii pracujici na principu reverzni faze ¢i normalni faze. Kolona je tvofena velmi
jemnymi casticemi stacionarni faze o velikosti fddové v jednotkdch mikrometra. Ty vytvari
velky odpor vici proudici mobilni fazi. Soucasti instrumentace HPLC je cerpadlo/pumpa,
ktera slouZzi k pfekondni odporu vytvareného stacionarni fazi a k pfesnému davkovani mobilni
faze [85]. Cerpadlo musi umoZziiovat praci v izokratickém i gradientovém modu.
Pti izokratickém modu se sloZzeni mobilni faze v pribéhu separace neméni. Gradientovy mod
umoziuje lepsi rozliitelnost slozek, které se eluuji diive, a soucasné zkracuje ¢as eluce pozdéji
eluovanych slozek. Analyzovany vzorek je do proudu mobilni faze vsttiknut v injektoru. Odtud
vstupuje spolu s mobilni fazi do kolony, kde dochazi k separaci jednotlivych slozek
analyzovaného vzorku [86]. Mobilni faze spolu s jednotlivymi slozkami analytu vstupuje
do detektoru. Schéma instrumentace HPLC uvadi obrazek 17 [87].

[ n

HPLC =
Injektor :J|—> Detektor
umpa I—
J J_{ HPLC kolona

zasobnik Vyhodnoceni dat

mobilni
faze

Odpad
Obrazek 17: Schéma instrumentace HPLC [87]

Pro detekci prichodu jednotlivych slozek slouzi detektor. Jeho cilem je ptrevést nékterou
z fyzikdlnich ¢i chemickych vlastnosti analytu na elektricky signal. NejbéznéjSimi zplisoby
detekce jsou UV/VIS a fluorescen¢ni detekce, dale elektrochemicka a vodivostni detekce,
méteni indexu lomu a hmotnostni spektrometrie [86]. Jednim z nejuzivanéjsich typt je UV/VIS
detekce. Jeji velkou vyhodou je fakt, Ze tato metoda detekce neméni strukturu a vlastnosti
analytu. Ten mize byt nasledn¢ vyuzit i k dalSim analyzdm [87]. Stejnou vlastnost
ma i fluorescenc¢ni detekce, kterd je oproti UV/VIS vice selektivni, ale jeji nevyhodou je uzka

specializace na omezené mnozstvi piirozené fosforeskujicich latek [86].
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Vystup UV/VIS 1 fluorescencni detekce se nazyva chromatogram. Z ného lze vycist kvalitativni
1 kvantitativni sloZeni analyzovaného vzorku. Kvalitativni idaj reprezentuje reten¢ni cas.
Retencni Cas oznacuje ¢as od nastiiku vzorku do jeho detekce detektorem. Piipadné se pouziva
redukovany retencni ¢as, coz je retencni ¢as poniZzeny o tzv. mrtvy cas neboli Cas, ktery trva
mobilni fazi priachod od injektoru k detektoru. Redukovany reten¢ni Cas oznacuje cCas, ktery
stravil analyt v kolon¢ [88]. Kvantitativni vyhodnoceni se provadi na zdkladé vysky ¢i piesnéji
dle plochy piku. Udaj samotny nepiedstavuje absolutni hodnotu, kterou Ize p¥imo interpretovat.
K jeho interpretaci se nejCastéji vyuziva kalibracni pfimka, ze které lze vycist konkrétni
kvantitativni udaj analytu ve vzorku [89].
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Graf 6: Priklad chromatogramu [88]
1.7 Shlukova analyza

Shlukova analyza ptedstavuje jednu z béznych statistickych metod. Jejim cilem je pfifadit
k sobé objekty (napi. méteni), které jsou si blizké [89]. Timto zplisobem Ize sdruzit dané
objekty, o kterych mdme mnoho rtiznych typt informaci. Jejich samostatné vyjadieni vytvari
velmi nepiehledné tabulky c¢isel a znemoznuje ndzornou vizualizaci dat. Shlukova analyza
poskytuje feSeni téchto problémul, nicméné za cenu ztraty ¢asti informaci [90]. Cilem shlukové
analyzy je vytvofit shluky objekti tak, aby si objekty uvnitt shluku byly co nejvice podobné
a soucasn¢ objekty z riznych shlukti byly podobné co nejméné. Tento systém lze ptipodobnit
k vytvareni taxonomického stromu organismi. Blizce ptibuzné druhy jsou fazeny do stejné
celedi ¢i rodu, a naopak neptibuzné druhy nalezi do jiné fise ¢i domény [91].

Za ucelem ziskani vhodné charakteristiky pro posuzovani blizkych objekt se zavadi pojmy
podobnost a vzdalenost [92]. Podobnost se Casto vyuziva k hodnoceni kvalitativnich dat.
Je definovana jako podil poctu shodnych znaki ku celkovému poctu znakd. Nabyva hodnot
od 0 po 1, ptficemz podobnéjsi objekty maji hodnoty blize jedné. Pro posouzeni kvantitativnich
dat se nejcastéji vyuziva stanoveni vzdalenosti [93].
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1.7.1 Metody méreni vzdalenosti kvantitativnich dat

Pti stanoveni vzdalenosti se uvazuje o umisténi objektii v dimenzi o p dimenzich. Kazda
dimenze predstavuje jednu z proménnych [92]. Pro stanoveni vzdalenosti mezi dvéma objekty
se vyuziva nékolik zptisobti. Jedna se o stanoveni Euklidovské, Manhattan nebo téz city-block,
Cebysevovy a Minkowského vzdalenosti. Vznika matice vzdalenosti obsahujici vzdalenosti
mezi kazdou dvojici objektl. Ta je nasledné vyuzita pro shlukovani [91]. Nejcastéji pouzivanou
metodou posuzovani vzdalenosti je Euklidovska vzdalenost. Jedna se o prostou piimou
vzdalenost mezi dvéma objekty v p dimenzionalnim prostoru [94]. Ve specifickych ptipadech
se uziva vzdalenost typu Manhattan ¢ CebySevova vzdalenost. Minkowského vzdalenost
naptiklad umoznuje jednotlivym proménnym (dimenzim) pfifadit specifickou vahu. Nize
jsou jednotlivé vzdalenosti definovany [91]:

Euklidovska vzdalenost: dps(xi, xi) = 2?:1("61']' = Xirj)?
Manhattanské vzdalenost: dep (xi, x;) = 5'7=1|xij - xl-,j|
Cebysevova vzdalenost: de(x,x;,) = man|xij - xirj|

m 2
Minkowského vzdalenost: dy (xi,x1,) = J Z?zl ij|xi i~ Xir j|

kde: xi a x;i je dvojice posuzovanych objektl; p je pocet proménnych; wi™ vdha proménné.
1.7.2 Metody shlukovani dat

1.7.2.1 Hierarchické shlukovani

Hierarchické shlukovani pfestavuje prvni z uzivanych typt shlukovani. Vytvarené shluky maji
hierarchické tazeni — obsahuji shluky rtznych trovni. Tento systém odpovida zminénému
taxonomickému stromu. Hierarchické shlukovani lze provadét diviznim a aglomerativnim
pristupem. Divizni pfistup chape cely soubor objektti jako jeden shluk, ktery postupné déli
na dva mensi shluky, které jsou opakované dale déleny. Obecné uzivanéjSim je aglomerativni
pfistup. Ten chape kazdy objekt jako samostatny shluk. Nésledné vytvaii spole¢ny shluk
ze dvou nejblizSich shlukid a postupuje, dokud nevytvori ze vSech objektl jeden shluk.
Pti vytvofeni nového shluku jsou piepocitainy vzdalenosti mezi shluky. Vystupem
hierarchického shlukovani je obvykle dendrogram [93].

Pro posuzovéani vzdalenosti mezi shluky se vyuzivaji tfi metody. Prvni znich je metoda
nejbliz§tho souseda. Ta definuje vzdélenost shluki jako vzdalenost dvou nejblizSich
objektli (shluki prvniho fadu), kde kazdy pochazi zjiného shluku. Naopak metoda
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nejvzdalenéjsiho souseda bere v potaz vzdalenost nejvzdalenéjSich dvou objektd uvnitt
posuzovanych shlukti. Metoda primérné vazby stanovi vzdalenost mezi shluky jako priimérnou
vzdalenost mezi vS§emi dvojicemi objektdi mezi shluky [94]. Uvedené metody stanoveni
vzdalenosti shlukii zobrazuje Obrazek 18: a — metoda neblizStho souseda, b - metoda
nejvzdalenéjsiho souseda, c- metoda primérné vazby [95].

min {d(x, )} max {d(x, )} mean{d(x, y)}
xeA,ye B xeA,ye B xeA,ye B

Obrazek 18: Znazornéni metod stanoveni vzdalenosti mezi shluky [95]

1.7.2.2 Nehierarchické shlukovani

Ptinehierarchickém shlukovani je znam dopiedu kone¢ny pocet shlukt, ktery se voli na zakladé
a probiha vypocet centroidu kazdého shluku. Nasledné¢ u kazdého objektu individudlné
posouzeno, zda je centroid shluku, kterého byl zatazen, jeho nejbliz§im centroidem. V ptipade,
7ze ne, je objekt prefazen do shluku, jehoz centroidu je blize. Cely postup je opakovan,
dokud nesplnuji  vSechny objekty podminku nejbliz§iho centroidu [92]. Vysledky
nehierarchického shlukovani Ize zobrazit jako body sdruzené do shlukti ve 2D ¢i 3D prostoru.
V piipadé¢ vice proménnych (dimenzi) 1ze vyuzit obrysovy graf [91].
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2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je:

1. Izolace DNA z listu skoficovniku a z komer¢nich vzorkd mleté skofice a stanoveni
jeji koncentrace a Cistoty

2. Analyza komer¢nich vzorki pomoci qPCR-HRM
3. Analyza komer¢ni vzorki pomoci HPLC

4. Srovnani obou pouzitych metod
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité vzorky
3.1.1 VzorKky lista skoficovniki

Vzorky listl skoficovnikii pochdzely z Botanické zahrady Fakulty tropického zemédélstvi
Ceské zemédélské univerzity v Praze, Botanické zahrady Univerzity Komenského v Bratislavé
a Botanické zahrady Jardin Botanico La Concepcion v Malaze (gpanélsko).

Tabulka 9: Seznam pouzitych vzorkii listii skoricovnikii

Cesky nazev Védecky nazev

skoficovnik cejlonsky (pravy) Cinnamomum zeylanicum (syn. C. verum)
skoficovnik indonésky Cinnamomum burmanii

skoficovnik kafrovnik Cinnamomum camphora

skoticovnik japonsky Cinnamomum japonicum

skoticovnik tamala Cinnamomum tamala

3.1.2 Komer¢ni vzorky mleté skorice

Pouzité komeréni vzorky mleté skofice byly zakoupeny v maloobchodni siti v Ceské republice.
Abecedni seznam pouzitych vzorki mleté skofice uvadi Tabulka 10. Pouzité oznaceni
ve vysledkové ¢asti z diivodu anonymizace vzork neodpovida poradi v této tabulce.

Tabulka 10: Abecedni seznam komercnich vzorkit mleté skorice

Prodejce Oznaceni

Avokado Skoftice mleta

It's Natural Skoftice mleta BIO
K-Classic Skofice mleta

Kotanyi Skoftice cejlonska mleta
Kotanyi Skofice mleta

Profi koteni Skoftice cejlonska mleta
Profi koteni Skoftice mleta

Vitana Skoftice mletd
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3.2

3.3

Pouzité chemikalie

e Acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich, USA)

o Cetyl trimethylamonium bromid (CTAB) (Sigma-Aldrich, USA)
e EliGene Plant DNA Isolation Kit (Elisabeth Pharmacon, CR)

e Ethanol (Lachner, CR)

e Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Némecko)
e Chlorid sodny (Lachner, CR)

e Chloroform:isoamyl alkohol (Serva, Némecko)

e [sopropanol (Carlo Erba, Némecko)

e Methanol pro HPLC, (Sigma-Aldrich, USA)

e Octan amonny (Lachner, CR)

e PCR ultra H,O (Top-Bio, CR)

e Polyvinylpyrrolidin (Sigma-Aldrich, USA)

e Primery ITS-2, psbA-trnH , TPS 1, TPS 3, TPS 183, TPS 250

e @PCR 2x SYTO-9, Master Mix (Top-Bio, CR)

e TE pufr (Thermo Fischer Scientific, USA)

e Tris-HCI (Thermo Fischer Scientific, USA)

e [ —merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

Pouzité pristroje a laboratorni vybaveni

e Centrifuga Z 366 K (Hermle, Némecko)

e DNA/RNA UV-cleaner box UVC/T-AR (Biosan, Svycarsko)

e Laboratorni vdhy KERN CM 60-2N (UNIPRO-ALPHA, CR)

e Mikropipety Acura Manual 825 (Socorex, Svycarsko)

e Mikropipety Discovery comfort (HTL, Polsko)

e Mikropipety Finnpipette F2 (Thermo Scientific, USA)

e Mikrozkumavky typu Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

e Mini incubator LABNET 230 V (Termo Fisher Scientific, USA)
e MS2 Minishaker Vortexer (IKA Works, Némecko)

e Kapalinovy chromatograf Dionex UltiMate 3000 (Termo Fisher Scientific, USA)
e Kolona Kinetex 150 X 4,6 X 2,6 um

e Spektrometr NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Stiikackové filtry 0,45 pm Nylonové (Chromservis, CR)

e Termocykler LightCycler Nano (Roche, Svycarsko)

e Tieci miska a tloudek (JIPO, CR)
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3.4 Pracovni postup
3.4.1 Izolace DNA

Listy skoficovnikl byly ptfed extrakci DNA pies noc lyofilizovany. Jejich navazka ¢inila 0,1 g
pro izolaci pomoci Plant DNA Isolation Kit. Navazka mleté skofice Cinila 0,05 g pro izolaci
pomoci Plant DNA Isolation Kit a 0,1 g pro izolaci pomoci CTAB protokolu. 1zolace DNA
probihala ve dvou opakovanich u kazdého vzorku.

3.4.1.1 Izolace DNA pomoci kitu EliGene

Navazka rostlinného materidlu byla umisténa do 1,5ml zkumavky typu Eppendorf.
Do zkumavky bylo pfidano 450 pul homogeniza¢niho pufru P1 a 0,1 g homogenizacniho pisku.
Pomoci plastového tloucku byly tfenim o stény zkumavky bunky mechanicky rozbity. Nasledné
byla zkumavka kratce zvortexovana. Do zkumavky bylo ptfidano 50 pl lyzacniho pufru P2
a zkumavka byla kratce zvortexovana. Obsah zkumavky byl inkubovan po dobu 10 minut
pii 65 °C. V priibéhu inkubace byla zkumavka opétovné kratce zvortexovana. Po skonceni
inkubace byla zkumavka centrifugovéna po dobu 3 minut pfi 10 000 x g a 22 °C.

Supernatant byl ptfenesen do Cisté¢ 1,5ml zkumavky typu Eppendorf, bylo pfidano 175 pl
inhibitory odstraiiujiciho pufru P3 a zkumavka byla kratce zvortexovana. Zkumavka
byla umisténa na 5 minut do mrazaku. Po vyjmuti z mrazaku byla zkumavka centrifugovana
po dobu 3 minut pii 10 000 x g a 22 °C. Supernatant byl pienesen do ¢isté 2ml zkumavky typu
Eppendorf, bylo ptidano 500 ul vazebného pufru P4, ktery byl dopiedu predehian na 65 °C,
a zkumavka byla kratce zvortexovana. Do zkumavky bylo pfidano 500 pl vazebného pufru P5
a zkumavka byla kratce zvortexovana.

Na spin filtr, ktery byl opatien zachytnou zkumavkou, bylo pfeneseno 750 ul vzorku. Spin filtr
se zkumavkou byl centrifugovan po dobu 1 minuty pti 10 000 x g a 22 °C. Roztok ze sbérné
zkumavky byl odstranén a postup byl opakovan se zbytkem roztoku.

Spin filtr byl umistén do ¢isté 1,5ml zkumavky typu Eppendorf. Na spin filtr bylo pfidano
500 pul promyvaciho pufru P6. Spin filtr se zkumavkou byl centrifugovan po dobu 1 minuty
pii 10 000 x g a 22 °C. Roztok ze sbérné zkumavky byl odstranén a na spin filtr bylo pfidano
500 pl promyvaciho pufru P7. Spin filtr se zkumavkou byl centrifugovan po dobu 1 minuty
pti 10 000 x ga 22 °C. Obsah sbérné zkumavky byl odstranén a spin filtr se sbérnou zkumavkou
byl centrifugovan po dobu 2 minut pii 12 000 x g a 22 °C.

Spin filtr byl umistén do ¢isté 1,5ml sbémé zkumavky typu Eppendorf. Na spin filtr bylo
pfidano 100 pl eluéniho pufru P8. Spin filtr se sbérnou zkumavkou byl inkubovan po dobu
5 minut pii 65 °C. Spin filtr se zkumavkou byl centrifugovan po dobu 1 minuty pii 10 000 x g
a 22 °C. Ziskana zkumavka s izolatem DNA byla skladovana v chladnicce.

3.4.1.2 Izolace DNA pomoci CTAB protokolu

Pti izolaci DNA pomoci CTAB protokolu byl vyuzit CTAB puftr, ktery byl pfipraven
smichanim 30 ml 10% roztoku cetyltriethylamonium bromidu, 10 ml 1M Tris-HCl, 28 ml 5SM
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NaCl, 4 ml 0,5M ethylendiamintetraoctové kyseliny, 3 g polyvinylpyrrolidonu a 24,8 ml
destilované vody [96].

Navazka rostlinného materialu byla umisténa do 2ml zkumavky typu Eppendorf. Do zkumavky
bylo ptiddno 1 ml CTAB pufru, 1 pl B-merkaptoethanolu a 0,1 g homogeniza¢niho pisku.
Pomoci plastového tloucku byly tfenim o stény zkumavky bunky mechanicky rozbity. Nasledné
byla zkumavka kratce zvortexovana a inkubovana po dobu 30 minut pii 65 °C za ob¢asného
kratkého zvortexovani. Po uplynuti této doby byla zkumavka inkubovana pii laboratorni teplote
po dobu 10 minut.

Do zkumavky bylo pfiddno 800 pl smési chlorform:izoamylalkohol (24:1). Zkumavka byla
promichdna pfevracenim a centrifugovana po dobu 10 minut pii 10 000 x g a 22 °C. Do Cisté
2ml zkumavky typu Eppendorf bylo pomoci pipety odebrano 800 pul horni vodné faze.
K ni bylo pfidano 480 pul izopropanolu. Zkumavka byla kratce zvortexovana, dale inkubovana
po dobu 1 minuty pfi laboratorni teploté a centrifugovana po dobu 5 minut pii 10 000 x g
a 22 °C. Supernatant byl opatrn¢ odlit. Do zkumavky bylo ptidano 500 pl 10mM roztoku octanu
amonné¢ho v 70% ethanolu. Pelet byl ode dna zkumavky odlepen tderem do zkumavky.
Zkumavka byla inkubovana 30 minut pfi laboratorni teploté.

Po uplynuti doby byla zkumavka centrifugovana 5 minut pii 10 000 x g a 22 °C. Supernatant
byl opatrné odlit a pelet byl suSen v oteviené zkumavce po dobu 5 minut pii 37 °C. K peletu
bylo ptidano 250 ul TE pufru a 250 pul SM NaCl a zkumavka byla kratce zvortexovana. Dale
bylo pfidano 1 250 pl studeného 96% ethanolu. Zkumavka byla promichdna a umisténa na dobu
15 minut do mrazaku. Zkumavka byla ihned po vyjmuti z mrazdku centrifugovana po dobu
15 minut pii 13 000 x g a 22 °C. Supernatant byl opatrné odlit a k peletu byl pfidan 1 ml 70%
ethanolu. Zkumavka byla kratce zvortexovdana a centrifugovdna po dobu 10 minut
pti 13 000 x g a 22 °C. Supernatant byl opatrn¢ odlit a pelet byl suSen v oteviené zkumavce
po dobu 15 minut pii 37 °C. Pelet byl rozpustén ve 100 ul TE pufru a skladovéan v chladnicce.

3.4.2 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Pro méfeni koncentrace a Cistoty izolath DNA byl vyuzit spektrofotometr Nanodrop 2000.
Pted pouzitim byla detek¢ni Cast piistroje dikladné ocCisténa destilovanou vodou. Jako blank
byl pouzit roztok elu¢niho pufru P8 (v pifipadé meéfeni izolati pomoci kitu EliGene)
nebo TE pufru (v pfipadé méteni izolat pomoci CTAB protokolu). Pii méteni bylo do detekéni
casti pristroje napipetovano 2 ul izoldtu DNA. Kazdy vzorek byl zméfen v celém rozsahu
vlnovych délek 220 az 340 nm. Ke stanoveni Cistoty bylo vyuzito poméri absorbanci Azeo/A280
a A260/A230. Kazdy vzorek byl zméfen 3x a mezi vzorky byla detek¢ni Cast piistroje ociSténa
piislusnym pufrem.

3.4.3 PCR Vv realném ¢ase s vysokorozliSovaci analyzou kiivek tani

Pied vlastnim provedenim PCR byla pfipravena PCR smés ve sterilnim boxu,
ktery byl pied pouzitim vysvicen UV svétlem po dobu 20 minut. Pro kazdy vzorek DNA,
pozitivni a negativni kontrolu byla real-time PCR-HRM provedena ve 3 opakovanich. Slozeni
PCR smési pro jeden vzorek DNA uvadi tabulka 11. Jednotlivé komponenty byly napipetovany
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v ndsobku poctu vzorkl. Nésledné byla PCR smés dikladné promichana a rozpipetovana
do 0,Iml mikrozkumavek, které byly nasledné opatfeny vicky. Takto pfipravené
mikrozkumavky byly pfeneseny do druhého sterilniho boxu urceného pro praci s DNA. Box
byl pted uzitim vysvicen UV svétlem po dobu 20 minut. V boxu byly mikrozkumavky otevieny.
Do kazdé z nich byl napipetovan 1 pl ptislusného izolatu DNA. V ptipadé koncentrace DNA
vyssinez 20 pl-ml! byl izolat pied pouzitim zfedén. Mikrozkumavky byly opét uzavieny vicky.
Vicka byla opatfena oznacenim prislusSného vzorku z divodu pozd¢€jsi manipulace.

Tabulka 11: Slozeni PCR smési

Komponenta Objem [pl]
PCR H:0 9,5
Master Mix SYTO-9 12,5
Primer F 1
Primer R 1
Celkem 24

Tabulka 12: Prehled pouzitych primeriu

Oznaceni Sekvence 5¢ — 3¢ Reference
primeru

ITS2 F ATGCGATACTTGGT GTGAAT [97]
ITS2 R GACGCTTCTCCAGACTACAAT [97]
psbA-trnH F GTTATGCATGAACGTAATGCTC [31]
psbA-trnH R CGCGCATGGTGGATTCACAATC [31]
TPS1F AGGGAGATTCGCCAAAAGCA [98]
TPS1R ACAGGATCCACGCTCTCTCT [98]
TPS3F TGGCTCTCCATAACATCGCC [98]
TPS3 R CACAGGATCCACGCTCTCTC [98]

Samotna real-time PCR-HRM byla provedena na pfistroji LightCycler Nano. Teplotni
profil se skladdal z 5 hlavnich ¢asti: ivodni denaturace, vlastni polymerazové fetézové reakce
s 35 cykly, zavérecné elongace, temperovani pied vysokorozliSovaci analyzou kiivek tani
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a vlastni vysokorozliSovaci analyzy kiivek tdni. Teplota denaturace Cinila 95 °C. Teplota
nasedani primerti byla rozdilna pro konkrétni primery (viz tabulky 13 a 14). Teplota elongace
byla ve vSech piipadech 72 °C. Po provedeni zavérecné elongace a vytemperovani vzork
na 60 °C probé&hla vlastni vysokorozliSovaci analyza kiivek tani. Pocate¢ni teplota byla zvolena
na 60 °C a koneéna teplota na 97 °C. Zména teploty byla nastavena na 0,05 °C-s™.

Tabulka 13: Teplotni profil real-time PCR pro primery TPS 1 a TPS 3

Krok Teplota [°C] Cas [s]
Uvodni denaturace 95 300

denaturace 95 30
Trikrokova polymerazova retézova reakce

nasedani primert 55 30
(35 cyklu)

elongace 72 30
Zavérecna elongace 72 300
Temperovani pired HRM 60 60

Tabulka 14: Teplotni profil real-time PCR pro primery ITS2 a psbA

Krok Teplota [°C] Cas [s]
Uvodni denaturace 95 300

denaturace 95 30
Trikrokova polymerazova retézova reakce

nasedani primerQ 52 30
(35 cykln)

elongace 72 45
Zavérefna elongace 72 600
Temperovani pred HRM 60 60

Tabulka 15: Teplotni profil vysokorozlisovaci analyzy kifivek tani

Faze Teplota [°C] Teplotni zména [°C-s™'] Cas [s]
pocatek 60 - 60
Kkonec 97 0,05 1
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3.4.4 Priprava vzorka na HPLC

Extrakce kumarinu probéhla dle postupu popsaného v ¢lanku [10]. Na analytickych vahéach
bylo navdzeno 1,0000 g komer¢niho vzorku mleté skofice. Kumarin byl extrahovan pomoci
50 ml smési methanol:voda 4:1 pii laboratorni teploté za stalého michani. Ziskany roztok
byl ptefiltrovan pies filtracni papir. Pfed analyzou na kapalinovém chromatografu byl extrakt
precistén pies nylonovy sttikackovy filtr s velikosti port 0,45 um a uchovavan ve sklenéné 2ml
vialce. Pro kvantifikaci obsahu kumarinu byla fedénim v methanolu ze zdsobniho roztoku
kumarinu pfipravena kalibra¢ni fada o koncentracich 0,1; 0,01; 0,001 a 0,000 1 mg-ml™.

3.4.5 Stanoveni obsahu kumarinu

HPLC analyza probé¢hla na pfistroji Dionex UltiMate 3000. Separace probihala v koloné
Kinetex 150 x 4,6 x 2,6 um s vyuzitim gradientové eluce. Pritok mobilni faze byl nastaven
na 1,2 ml'min’'. SloZeni mobilni faze uvadi Tabulka 16 a 17. Objem nastiiku &inil 20 pl.
Detekce byla provedena pomoci detektoru diodového pole (PDA). Méfeni bylo provedeno
ve dvou opakovanich. Vyhodnoceni dat probéhlo v software Chromeleon 7.2 a MS Excel.

Tabulka 16: Slozky mobilni faze

Oznaceni Slozka A Slozka B
Nézev trifluoroctova kyselina acetonitril
Koncentrace 0,1 % >99.9 %

Tabulka 17: Slozeni mobilni faze

Cas [min] Slozka A [%] Slozka B [%]
0 90 10
1 90 10
5 88 12
10 75 25
15 60 40
20 45 55
22 30 70
23 20 80
24 20 80
30 90 10
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Koncentrace a Cistota DNA

V prvnim kroku byla izolace DNA ze vSech vzorki listii provedena pomoci EliGene Plant DNA
Isolation Kit. Na zakladé méfeni na spektrofotometru Nanodrop 2000 byla stanovena
koncentrace a Cistota DNA v ziskanych izolatech. Ze =ziskanych vysledkl vyplyva,
ze koncentrace DNA v téchto izolatech je dostacujici. Pomér Azeo/A2g0 se u izolath DNA z listh
C. camphora. Takto nizka hodnota znaci kontaminaci proteiny ¢i fenolickymi latkami. Naopak
hodnota 2,10 znaci kontaminaci RNA [54]. Zbylé tfi vzorky dosahuji uspokojivé hodnoty
tohoto poméru. Pomér Azeo/A230 u vSech vzorkli zna¢i kontaminaci proteiny, fenolickymi
latkami ¢i zbytky slozek pufrti izola¢niho kitu [54]. U ziskanych izolati byla ovéfena
amplifikovatelnost s vyuzitim primera TPS 1 (viz postup popsany v kapitole 4.4.3). DNA vSech
ziskanych izolath byla uspésné amplifikovana, proto byly tyto izolaty pouzity k dalSim
analyzam.

Tabulka 18: Koncentrace a Cistota izolatit DNA z listii ziskanych EliGene Plant DNA Isolation Kit

Oznaceni vzorku Matrice Koncentrace DNA Pomér Pomér
[ng-ml'] A260/A280 A260/A230
C. zeylanicum lyofilizovany 5,43+0,10 1,65+0,08 0,55+0,06
list
C. burmanii lyofilizovany 17,35+0,21 1,76+0,12 1,47+0,06
list
C. camphora lyofilizovany 5,23+0,40 1,29+0,36 0,38+0,11
list
C. japonicum lyofilizovany 3,50+0,34 1,83+0,06 0,45+0,17
list
C. tamala lyofilizovany 5,23+0,35 2,10+0,17 0,57+0,09
list

Izolace DNA z kiry skoficovnikli probéhla rovnéz pomoci EliGene Plant DNA Isolation Kit.
Koncentrace a Cistota DNA byla zméfena na spektrofotometru Nanodrop 2000. Hodnoty
koncentraci DNA v téchto izolatech byly uspokojivé. Poméry Azeo/Azso a Azeo/A230 byly
vyrazné nizsi nez u izolath DNA zlistli a znaci silnou kontaminaci proteiny, fenolickymi
latkami ¢i nékterou ze slozek izolacnich pufri. Kira skoficovnikii obsahuje vyznamné
mnozstvi fenolickych latek [9] a zminéna kontaminace byla nejpravdépodobnéji zplisobena
jimi. U ziskanych izolatd byla ovéfena amplifikovatelnost s vyuzitim primert TPS 1. DNA
zadného izolatu nebyla zdivodu vysoké kontaminace amplifikovana a ziskané izolaty
byly z dalSich analyz vyfazeny. Derivované kiivky tani téchto izolatl jsou uvedeny v piiloze
(Graf 28).
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Tabulka 19: Koncentrace a cistota izolatit DNA z kury ziskanych EliGene Plant DNA Isolation Kit

Oznaceni vzorku Matrice Koncentrace DNA Pomér Pomér

[ng-ml!] A260/A280 A260/A230
Komercni vzorek ¢.1  mleta kura 4,43+0,24 1,21+0,08 0,28+0,03
Komercni vzorek ¢. 2  mleta kura 4,25+0,57 1,05+0,08 0,36+0,04
Komercni vzorek ¢.3  mleta kura 4,43+0,45 1,34+0,03 0,28+0,03
Komer¢ni vzorek ¢. 4  mleta kiira 4,25+0,39 1,48+0,09 0,41+0,03
Komercni vzorek ¢. 5  mleta kura 4,90+0,16 1,08+0,06 0,23+0,01
Komercni vzorek ¢. 6 mleta kura 6,45+0,17 1,48+0,12 0,41+0,03
Komercni vzorek ¢. 7  mleta kura 7,03+0,59 1,45+0,13 0,85+0,05
Komercni vzorek ¢. 8  mleta kura 5,08+0,45 1,24+0,05 0,31+0,06

Z davodu vysoké kontaminace fenolickymi latkami a neuspésné amplifikace DNA izolati
ziskanych pomoci kitu bylo pfistoupeno k izolaci DNA z kliry mleté skofice pomoci CTAB
Koncentrace DNA v izolatech ziskanych pomoci CTAB protokolu byla vyssi nez v ptipadé
kitu. Pomeér Az60/A2s0 byl u 7 vzorkli v rozsahu 1,73 az 1,83 a znacil, ze DNA v téchto izolatech
je o vysokeé cistoté. U izolatu vzorku €. 4 byl tento pomér mirné vyssi a pravdépodobné byla
izolatd oproti vySe uvedenym vysledkiim izolace pomoci kitu. V tomto ohledu se ukazaly
vzorky €. 1 a 3 jako problematické, protoze pomér Az60/A230 byl u nich vysoky. To mize znacit
kontaminaci a nadhodnoceni koncentrace DNA [102]. Koncentrace DNA ve vzorcich €. 5, 6
a 8 byla pfili§ vysoka, proto byly pfed provedenim PCR tyto izolaty zfedény DNA vodou
—1izolat ¢. 5 v poméru 1:5, izolat ¢. 6 v poméru 1:1 a izolat ¢. 8 v poméru 1:2 (izolat:voda).
U vsech ziskanych izolat byla DNA uspésné amplifikovana.

Tabulka 20: Koncentrace a cistota izolatit DNA ziskanych pomoci CTAB protokolu

Oznaceni vzorku Matrice Koncentrace DNA Pomér Pomér
[ng-ml!) A260/A280 A260/A230
Komercni vzorek ¢.1  mleta klira 12,90+2,62 1,74+0,10 11,15+17,22
Komercni vzorek ¢. 2 mleta klira 11,85+1,37 1,73+0,09 2,29+0,74
Komercni vzorek €. 3 mletd klira 6,62+0,61 1,73+0,10 1,25+11,00
Komerc¢ni vzorek ¢. 4  mleta kira 9,17+0,71 2,03+0,13 6,65+4,44
Komercni vzorek ¢. 5  mleta klira 80,95+18,39 1,78+0,03 1,12+0,26
Komercni vzorek ¢. 6 mleta klira 26,65+2,30 1,83+0,05 2,10+0,52
Komercni vzorek ¢. 7  mleta kira 12,25+1,84 1,76£0,17 1,91+0,65
Komercni vzorek ¢. 8  mleta kira 36,03+4,419 1,83+0,03 1,40+0,19
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4.2 PCR v reilném case s vysokorozliSovaci analyzou krivek tani
4.2.1 Primery TPS 1

Na zakladé derivovanych kiivek tani pro primer TPS 1 (Graf 8) byla identifikovana oblast tani
specifickych produktii PCR v rozsahu teplot 79,5 az 84 °C. Z toho divodu byla pro vytvofeni
normalizovanych a diferencnich kiivek tdni nastavena pocate¢ni oblast v rozsahu 79,5 az 80 °C
a konec¢na oblast v rozsahu 83,5 az 84 °C. V této oblasti byly ve vSech vzorcich detekovany

specifické produkty.
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Graf 8: Derivované kiivky tani vzorkii pro primery TPS 1

Porovnani komercnich vzorkt k jednotlivym botanickym druhim skoticovnikt bylo provedeno
na zaklad¢ vysledktit HRM analyzy. Vysledky HRM jsou prezentovany ve formé diferencnich
kiivek tani s vyuzitim C. burmanii jako baseline. Pro lepsi piehlednost byla data rozdélena
na dvé sady pro vzorky €. 1 az 4 a €. 5 az 8. Pfifazeni komercnich vzorki bylo provedeno
vizualnim posouzenim diferen¢nich kiivek tani a potvrzeno pomoci dendrogramu. Jako vstupni
data pro vytvoreni dendrogramu byly pouzity normalizované kiivky tani.

Dle nize uvedenych Grafii 9 az 12 bylo provedeno roztiidéni komer¢nich vzorkli mleté skoftice
k botanickym druhtim skoficovnikl. Diferencni kiivky vzorkl €. 1 az €. 4 jsou znazornény
v Grafu 9. Vzorek ¢. 1 byl tvarem kiivky i1 zafazenim v dendrogramu klasifikovan jako
C. zeylanicum. Ktivky vzorku €. 2 se nachdzely mezi kiivkami C. burmanii a C. japonicum.
V ramci dendrogramu (Graf 10) byl tento vzorek klasifikovan jako C. japonicum. Kiivky
vzorku €. 3 se nachazely mezi C. zeylanicum a C. burmanii. V dendrogramu byl tento vzorek
zatazen blize C. burmanii. Vzorek €. 4 svymi kiivkami témétf presné kopiroval kiivky
C. japonicum, k némuz byl rovnéz ptifazen v dendrogramu.
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Graf 9: Diferencni kiivky tani pro vzorky 1 az 4 a primery TPS 1
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Graf 10: Dendrogram vzorkii ¢. 1 az 4 pro primery TPS 1

Kiivky vzorkt €. 5, 6 a 8 mély podobny tvar jako kiivky C. zeylanicum (Graf 11) k némuz byly
piifazeny v dendrogramu (Graf 12). Vzorek ¢. 7 nevykazoval konzistentni chovéani napfi¢
opakovanimi a z tohoto diivodu byl z grafii a ndsledného vyhodnoceni vysledkti pro primer
TPS 1 vytazen.
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Vzorky €. 4 a 8 byly na obalu oznaceny jako C. zeylanicum. Tato informace je u vzorku ¢. 4
v rozporu s vysledky dle primert TPS 1. Naopak u vzorku ¢. 8 bylo toto tvrzeni potvrzeno.
Vysledky dle primert TPS 1 navic oznacily jako C. zeylanicum i vzorky €. 1, 5 a 6. Ostatni
vzorky byly dle primertt TPS 1 klasifikovany jako cassie v souladu s ozna¢enim na obalu.
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Graf 11:Diferencni kiiivky tani pro vzorky 5 az 8 a primery TPS 1
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Graf 12: Dendrogram vzorkii ¢. 5 az 8 pro primery TPS 1
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4.2.2 Primery TPS 3

Na zaklad¢ derivovanych kiivek tani pro primery TPS 3 (Graf 13) byla identifikovdna oblast
tani specifickych produktt PCR vrozsahu teplot 79,5 az 85,5 °C. Ztoho divodu
byla pro vytvofeni normalizovanych a diferencnich kiivek tdni nastavena pocatecni oblast
v rozsahu 79,5 az 80 °C a konec¢na oblast v rozsahu 85 az 85,5 °C. U Zadného z komer¢nich
vzorkli nebyly v této oblasti zjiStény specifické produkty. Divodem mohla byt zejména
kontaminace izolatl ziskanych z kliry. Na zéklad¢ toho vysledku byl primer TPS 3 shledan
nevhodnym pro rozliSeni jednotlivych druht a nebyly s nim provedeny dalsi analyzy.
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Graf 13: Derivované krivky tani vzorkii pro primery TPS 3

Jednou zmoznych pfi¢in selhani lze uvést vliv délky amplikonu v pfitomnosti latek
inhibujicich PCR (zejména fenolickych latek). Cim del§i amplikon pii PCR vznika,
tim Ize ocekavat vyssi inhibi¢ni vliv fenolickych latek na spolehlivost PCR [99].
Dle pfedchozich zkuSenosti s primery TPS 3 bylo zjiSténo, Ze u nich dochazi k amplifikaci
az pti vy$$im poctu cykli ve srovnani s primery TPS 1 [98]. Tento vysledek byl rovnéz zjistén
1 vramci této diplomové prace. Zatimco amplifikace pozitivnich kontrol nastala v obou
ptipadech pfi 24. cyklu, u komercnich vzorki dochédzelo k amplifikaci u primeri TPS 1
pti 27. cyklu a u primert TPS 3 az pti 31. cyklu. Graf 14 uvadi srovnani amplifika¢nich kiivek
pro primery TPS 1 a TPS 3.
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Graf 14: Srovnani amplifikacnich kiivek vzorku ¢. 1 pro primery TPS I a TPS 3 v porovnani s kontrolami
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4.2.3 Primery ITS 2

Region ITS 2 se pouziva pii barcodingu k rozliSeni rostlinnych druhti [30][31][33]. Z tohoto
diivodu byl vyuzit v této diplomové praci. Na zaklad€ derivovanych kiivek tani pro primery
ITS 2 (Graf 15) byla identifikovana oblast tani specifickych produkti PCR v rozsahu teplot
84,5 a7 95,5 °C. Z toho diivodu byla pro vytvoreni diferencnich kiivek tani nastavena pocatecni
oblast v rozsahu 84,5 az 85 °C akonecna oblast v rozsahu 95 az 95,5 °C. V této oblasti
byly ve vSech vzorcich vyjma vzorku €. 3 a C. camphora detekovéany specifické produkty.
Z tohoto ditvodu byly vzorek ¢. 3 a C. camphora vytazeny z naslednych analyz pro primery
ITS 2.
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Graf 15: Derivované krivky tani vzorkii pro primery ITS 2

Porovnani komer¢nich vzorkt k jednotlivym botanickym druhiim skotficovniki bylo provedeno
na zakladé provedené HRM analyzy. Vysledky HRM jsou prezentovany ve form¢ diferencnich
kiivek tani s vyuzitim C. burmanii jako baseline. Pro lepsi piehlednost byla data rozdélena
na dvé sady pro vzorky ¢. 1 az 4 a ¢. 5 az 8. Ptitfazeni komer¢nich vzorkd bylo provedeno
vizualnim posouzenim diferencnich kiivek tani a potvrzeno pomoci dendrogramu. Jako vstupni
data pro vytvoreni dendrogramu byly pouzity normalizované kiivky tani.

Dle niZze uvedenych Grafti 16 az 19 bylo provedeno roztiidéni komer¢nich vzorkl mleté skofice
k botanickym druhiim skoticovnikt. Kiivky vzorki €. 1, 2 a 4 svym tvarem neodpovidaly
zddnému ze zkoumanych botanickych druha (Graf 16). Rovnéz v dendrogramu (Graf 17) byly
zafazeny do rozdilné ¢ésti nez vzorky zkoumanych botanickych druhd. Z téchto vysledka
lze usuzovat, ze ani jeden z komer¢nich vzorkt €. 1, 2 a 4 neosahoval zadny ze zkoumanych
druht.
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Graf 17: Dendrogram vzorkii ¢. 1 az 4 pro primery ITS 2

Kiivky vzorku €. 7 vykazuji obdobné chovani jako kiivky C. japonicum a C. tamala. Vzorek
¢. 7 byl rovnéz zatazen do shodné ¢asti dendrogramu jako zminéné botanické druhy. Z toho
plyne, ze vzorek ¢. 7 pravdépodobné obsahoval ktiru jednoho z téchto druhii ¢i jejich smés.

Kiivky vzorki €. 5, 6 a 8 svym tvarem neodpovidaly Zadnému ze zkoumanych botanickych
druhtt (viz Graf 18). Rovnéz v dendrogramu (Graf 19) byly zafazeny do rozdilné casti
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nez vzorky zkoumanych botanickych druhl. Z téchto vysledkl lze usuzovat, Ze ani jeden
z komercnich vzorkt €. 5, 6 a 8 neosahoval zadny ze zkoumanych druht.

Vzorky €. 4 a 8 byly na obalu oznaceny jako C. zeylanicum. Tato informace je u obou
zminénych vzorki v rozporu s vysledky dle primerti ITS 2. Ostatni vzorky byly dle primera
ITS 2 klasifikovany jako cassie v souladu s ozna¢enim na obalu.

0,2
0,1
0,0 ——Vzorek 5
-0,1 Vzorek 6
Vzorek 7
—Vzorek 8

—C. burmanii

—C. zeylanicum

C. japonicum

Relativni flurescen¢ni jednotky [-]
S
[\

—C. tamala

84,5 86,5 88,5 90,5 92,5 94,5
Teplota [°C]

Graf 18: Diferencni krivky tani pro vzorky 5 az 8 a primery ITS 2

AT C. burmanii 1

C. burmanii 2
C. burmanii 3
C. zeylanicum 1
C. zeylanicum 2
C. zeylanicum 3
*Imm Vzorek 7B
Vzorek 7TA
Vzorek 7C

A C. japonicum 2
L‘: C. japonicum 1

|| C. Japonicum 3

csif— ] C.tamala3

|_|: C. tamala 1
C. tamala 2

c2

1

6 Vzorek 8B
|_E Vzorek BA
Vzorek 8C

CI ] Vzorek 6C
Vzorek bA

Vzorek 6B

co Vzorek 5A
- Vzorek 5B
Vzorek 5C

Graf 19: Dendrogram vzorkii ¢. 5 az 8 pro primery ITS 2
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V porovnani derivovanych kiivek tani u primertt TPS 1 a ITS 2 je ziejmy zésadni rozdil.
V ptipad¢ primera TPS 1 (Grafy 9 a 11) se vyskytuje jeden zietelny pik, coz znaci, Zze diky PCR
vznikly v rdmci jednoho vzorku amplikony shodnych délek. V ptipadé ITS 2 (Grafy 16 a 18)
je ztetelnych nékolik pikit v ramci jednoho vzorku. To znaCi, Ze bylo amplifikovano
vice amplikont riznych délek, coz snizuje schopnost determinace jednotlivych druhti. Z tohoto
hlediska lze oznacit primery TPS 1 jako vhodnéjsi pro rozliSeni jednotlivych druht.

I pfes obecnou rozsifenost vyuzivani regionu ITS 2 k determinaci rostlinnych druha
[30][31][33] ptedstavuje vyuziti tohoto regionu znacné obtize. Pfi amplifikaci regionu ITS 2
je vzhledem k uzivanym primerim amplifikovana i oblast 5.8S rRNA, coz prodluzuje délku
ziskanych amplikonti. Del§i amplikony jsou obecné problematictéjsi z hlediska amplifikace.
Region ITS 2 ve své sekvenci vétSiny zkoumanych druhli obsahuje vysoké zastoupeni GC
pari [100]. Vysoky obsah GC prokazatelné snizuje uspesSnost amplifikace [101].
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4.2.4 Primery psbA-trnH

Na zaklad¢ derivovanych kiivek tani pro primery psbA-trnH (Graf 20) byla identifikovana
oblast tani specifickych produkti PCR v rozsahu teplot 74,5 az 85,5 °C. Z toho divodu
byla pro vytvoteni diferencnich kiivek tani nastavena pocatecni oblast v rozsahu 74,5 az 75 °C
a konecna oblast v rozsahu 85 az 85,5 °C. V této oblasti byly ve vSech vzorcich detekovany

specifické produkty.
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Graf 20: Derivované kiivky tani vzorkii pro primery psbA-trnH

Porovnani komer¢nich vzorkt k jednotlivym botanickym druhiim skotficovnikii bylo provedeno
na zakladé provedené HRM analyzy. Vysledky HRM jsou prezentovany ve formé diferencnich
kiivek tani s vyuzitim C. burmanii jako baseline. Pro lepsi piehlednost byla data rozdélena
na dvé sady pro vzorky €. 1 az 4 a ¢. 5 az 8. Pfifazeni komercnich vzorki bylo provedeno
vizualnim posouzenim diferen¢nich kiivek tani a potvrzeno pomoci dendrogramu. Jako vstupni
data pro vytvoreni dendrogramu byly pouzity normalizované kiivky tani.

Dle niZze uvedenych Grafti 21 az 24 bylo provedeno rozttidéni komer¢nich vzorka mleté skofice
k botanickym druhtim skoficovnikd. Kiivky vzorkil ¢. 1 a 3 vykazovaly podobny tvar jako
kiivky C. zeylanicum (Graf21). Vyssi podobnost s C. zeylanicum vykazoval vzorek €. 1, cemuz
odpovida i zafazeni v dendrogramu (Graf 22). Kiivky vzorku €. 2 (Graf 21) vykazuji obdobné
chovani jako kiivky C. tamala. Vzorek €. 2 byl rovnéz zatazen do shodné ¢asti dendrogramu
(Graf 22) jako C. tamala. Z toho plyne, Ze vzorek €. 2 pravdépodobné obsahoval kiiru tohoto
druhu. Ktivky vzorku €. 4 neodpovidaly zadnému ze zkoumanych druhti (Graf 21) a rovnéz
byly v dendrogramu (Graf 22) zatfazeny do rozdilné ¢asti nez vzorky zkoumanych botanickych
druhti. Z téchto vysledkli Ize usuzovat, Ze vzorek ¢. 4 neobsahoval kiru Zzadného
ze zkoumanych druhd.
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Graf 21: Diferencni krivky tani pro vzorky 1 az 4 a primer psbA-trnH

1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 03 0.2 0.1

C1 C. camphora 1
|_|: C. camphora 2
C. camphora 3
C? [ C. japonicum 2
|_|: C. japonicum 1
C. japonicum 3
a7 C. burmanii 1
|_|: C. burmanii 2
C. burmanii 3
c4J Vzorek 3B
e N
Vzorek 2C
1 Vzorek 1B

C5 bV vzorek 1C

C. zeylanicum 1

_| C. zeylanicum 3
Cop | Vzorek 44
Vzorek 4B

—— Vzorek 2B
C7 L—— vzorek 2C

1 C. tamala 3
|_|: C. tamala 1
C. tamala 2
T 1 t t t t 1 t 1 t 1
1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1

Graf 22: Dendrogram vzorkii ¢. 1 az 4 pro primery psbA-trnH

Kiivky vzorku €. 7 vykazuji obdobné chovani jako kiivky C. tamala (Graf 23) a byly rovnéz
zatazeny do shodné ¢asti dendrogramu jako C. tamala (Graf 24). Lze usuzovat, Ze tento vzorek
obsahoval ktiru tohoto rostlinného druhu. Ktivky vzorkt €. 5, 6 a 8 pIn¢ neodpovidaly zddnému
ze zkoumanych botanickych druhti (Graf 23) a v dendrogramu (Graf 24) byly fazeny daleko
od nich. Lze ptedpokladat, ze neobsahovaly Zadny ze zkoumanych botanickych druhd.
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Vzorky €. 4 a 8 byly na obalu oznaceny jako C. zeylanicum. Tato informace je u obou
zminénych vzorkli vrozporu svysledky dle primerd psbA-trnH. Vzorky ¢. 1 a 3
byly dle primert psbA-trnH klasifikovany jako C. zeylanicum. Tomu neodpovidad jejich
oznaceni na obalu. Ostatni vzorky byly dle primert psbA-trnH klasifikovany jako cassie
v souladu s oznac¢enim na obalu.
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Graf 23: Diferencni krivky tani pro vzorky 5 az 8 a primery psbA-trnH
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Graf 24.: Dendrogram vzorku ¢. 5 az 8 pro primery psbA-trnH

V derivovanych kiivkach pro primery psbA-trnH (Graf 20) lze pro kazdy vzorek v oblasti tani
specifickych produktl pozorovat 2 zietelné piky. To naznacuje, Ze pii PCR byly amplifikovany
dva amplikony, coz je mnohem vhodnéjsi nez mnoho riznych amplikont, které Ize pozorovat
uITS 2.
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4.3 Stanoveni kumarinu pomoci HPLC

Jako srovnavaci metoda k real-time PCR s vysokorozliSovaci analyzou kiivek tani bylo zvoleno
stanoveni obsahu kumarinu v mleté kiife skofice pomoci HPLC. Divodem byl dramaticky
se lisici obsah kumarinu mezi skoficovnikem cejlonskym a ostatnimi druhy. Obsah kumarinu
v kiife skoficovniku pravého se pohybuje zhruba na trovni 40 pg-g! [10]. U ostatnich druh
rodu skoficovnik je fadové vyssi (az 10 900 pg-g™!) [11]. Nejprve byla piipravena kalibra¢ni
piimka (viz Graf 25).
1600

E1400

1200 T
1000 e

................ y = 13760x + 9,4285
goo T R>=0,9997
600 e

400
200 .

Plocha pod kiivkou [mAU-min-']

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 005 0,06 007 0,08 0,09 0,10

Koncentrace kumarinu [mg-ml-']

Graf 25: Kalibracni primka kumarinu

Diky ptipravenym standardim byl rovnéz zjistén retencni ¢as kumarinu v kolong, ktery €inil
19,452 minuty. Rovnéz bylo diky diodovému poli zjiSténo absorpéni spektrum kumarinu
pro lepsi identifikaci piku, ktery odpovida kumarinu.
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Graf 26. Ziskané absorpcni spektrum kumarinu
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Na zaklad¢ ziskaného retencniho Casu a absorp¢niho spektra byl mezi jednotlivymi piky
v chromatogramu identifikovan kumarin. Chromatogram vzorku ¢. 1 uvadi Graf 27. Z diivodu
chybéjicich referencnich vzorkii nemohly byt ostatni piky kvalitativné ani kvantitativné
vyhodnoceny. Piehled ploch pod piky vSech vzorkt je uveden v piiloze (Tabulky 23 a 24).
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Graf 27: Chromatogram extraktu kiiry skorice s vyznacenym pikem odpovidajici kumarinu

Vysledky stanoveni obsahu kumarinu ukazuji vyrazny rozdil mezi nejvyssi (3946,18 ug-g™')

Cvwr

Cvwr

¢. 4 a C. 6 oznacit za klru skoticovniku cejlonského. Zajimavosti je, Ze prodejce oznacil pouze
vzorek €. 4 jako skoficovnik cejlonsky. Naopak vzorek €. 6 byl oznacen jako bézny skotficovnik,
a presto snejvétsi pravdépodobnosti obsahoval vyznamny podil kiry skoficovniku
cejlonského. Obsah kumarinu ve vzorku €. 8 je na hranici a jedné se pravdépodobné o smés
vice druhti se zastoupenim skoficovniku cejlonského. Tento vzorek byl prodejcem oznacen jako
skoficovnik cejlonsky. Vzorek ¢. 5 mél obsah kumarinu, ktery nedopovida C. zeylanicum.
Nicméné byl tfetinovy ve srovnani s ostatnimi vzorky oznacenymi jako cassie. To muze
naznacovat smésny vzorek obsahujici cassie i C. zeylanicum. Ostatni vzorky pravdépodobné
obsahuji kliru ostatnich druhti skoficovnikli a rovnéz tomu odpovidalo jejich oznaceni.

Tabulka 21: Obsah kumarinu v kire skorice

Oznaceni Vzorek ¢. 1 Vzorek ¢. 2 Vzorek ¢. 3 Vzorek ¢. 4
Obsah
K . 3404,12 £ 50,69  3946,18 + 144,67 2938,65+30,99 26,82 +0,44
umarinu
[ng-g']
Oznadeni Vzorek ¢. 5 Vzorek €. 6 Vzorek ¢. 7 Vzorek ¢. 8
Obsah
Kumarinu 1053,08 £ 2,01 77,31 £2,02 3373,85+ 156,70 451,1 £7,19
[ng-g']
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4.4 Shrnuti

Z dtvodu lepsi piehlednosti a orientace byly vysledky vSech pouzitych primert a stanoveni
kumarinu pomoci HPLC upotadény do piehledové Tabulky 22. Pro zfetelnou interpretaci jsou
barevné odliSeny cassie (Cervené) a C. zeylanicum (zeleng). U vzorkt, které byly pro dané
primery vyfazeny z hodnoceni (viz kapitola 4.2), je uvedena pomlcka.

Tabulka 22: Shrnuti vysledkii jednotlivych metod

Vzorek Oznaceni primery primery primery kumarin
na obalu TPS 1 ITS 2 psbA-trnH HPLC

C. zeylanicum C. zeylanicum

C. zeylanicum

+
C. zeylanicum

prava

. C. zeylanicum
skofice e

C. zeylanicum

C. zeylanicum

C. zeylanicum

C. zeylanicum

prava
skofice

C. zeylanicum

C. zeylanicum

Vzorek €. 1 byl prodejcem oznacen jako bézna skotfice. Tomu odpovida i zjistény obsah
kumarinu. S nejvyssi pravdépodobnosti se v tomto vzorku nenachéazela kira C. zeylanicum.
Nicméné vysledky primertt TPS 1 a psbA-trnH poskytly u tohoto vzorku falesné pozitivni
vysledek. Jediné primery ITS 2 spravné identifikovaly nepfitomnost C. zeylanicum ve vzorku.
Ptic¢inou mohla byt kontaminace tohoto vzorku (viz kapitola 4.2)

Vzorek €. 2 byl prodejcem oznacen jako bézna skofice. Toto oznaceni bylo potvrzeno i obsahem
kumarinu. VSechny primery shodné nezaznamenaly ptitomnost C. zeylanicum v tomto vzorku.
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Vzorek €. 3 byl prodejcem oznacen jako bézna skofice. Primer TPS 1 nasel jistou podobnost
s C. zeylanicum. Nicméné blize tvarové 1 zafazenim v dendrogramu byl vzorek klasifikovan
jako C. burmanii. Rovnéz dle psbA-trnH byla ve vzorku rozpoznana ptitomnost C. zeylanicum.
Obsah kumarinu v tomto vzorku byl pomérné vysoky, ale mirn€ nizsi nez u vzorkt ¢. 1,2 a 7.
To naznacuje smés s dominantnim obsahem cassie a nizkym zastoupenim C. zeylanicum.

Vzorek €. 4 byl prodejcem klasifikovan jako prava skofice a toto oznaceni bylo potvrzeno
1zjiSténym obsahem kumarinu. AvSak zadny ze zkoumanych primert tuto skutecnost
nepotvrdil. Pfi¢inou muze byt zjisténd kontaminace vizolatu DNA toho vzorku
(viz kapitola 4.1), coz mohlo silné€ ovlivnit pribéh PCR i nésledné HRM a Spatné klasifikovat
zafazeni tohoto vzorku. Nejpatrnéjsi je velmi odlisné chovani diferenc¢nich kiivek u primera
psbA-trnH, kde se kiivky vzorku ¢. 4 chovaly diametralné odlisné nez kiivky ostatnich

komer¢nich vzorkt 1 botanickych druhii.

Vzorek €. 5 byl prodejcem oznacen jako bézna skotice. Obsah kumarinu u tohoto vzorku
byl vyssi nez u vzorki klasifikovanych jako C. zeylanicum, ale zhruba tfetinovy se srovnani
se vzorky klasifikovanymi jako cassie. Z tohoto vysledku Ize usuzovat, ze vzorek byl smési
cassii s moznou pritomnosti C. zeylanicum. Vysledky TPS 1 prokazaly pfitomnost
C. zeylanicum, ale pomoci ITS 2 i psbA-trnH byla jeho pfitomnost zamitnuta.

Vzorek €. 6 byl prodejcem oznacen jako bézna skotice. Nicméné obsah kumarinu byl druhy
skoficovnik. Tuto skutecnost se podatilo potvrdit pomoci primerit TPS 1. Oba zbyvajici primery
tuto informaci nepotvrdily.

Vzorek €. 7 byl prodejcem oznacen jako bézna skotice. Toto tvrzeni potvrdil 1 obsah kumarinu
a vysledky primera ITS 2 a psbA-trnH. Pro primer TPS 1 nebyly u tohoto vzorku ziskany
relevantni vysledky.

cv v

ze zkoumanych vzorkl. Tento obsah byl nicméné mnohem vyssi nez u vzorku €. 4 a 6.
To naznacuje smés C. zeylanicum s cassiemi. Pfitomnost C. zeylanicum byla prokédzana pomoci
primert TPS 1. Zbylé dva ostatni primery tuto skutec¢nost nepotvrdily.

4.4.1 Vyuzitelnost testovanych primera pro analyzu skorice

44.1.1 TPS1

Primery TPS 1 se ukazaly jako pomérné vhodné pro identifikaci pfitomnosti C. zeylanicum
ve vzorku. V piipadé vzorki €. 6 a 8 shodné s vysledky HPLC potvrdil pfitomnost tohoto druhu
ve vzorcich. V ptipad¢ vzorkl €. 3 a 5 byl obsah kumarinu nizsi nez u vzorkl s nejvyssimi
hodnotami, coz lze vysvétlit jistym podilem C. zeylanicum v téchto vzorcich. Tato skute¢nost
byla pomoci primeru TPS 1 potvrzena. V piipadé¢ vzorku ¢. 2 byla nepfitomnost druhu
C. zeylanicum potvrzena diky HPLC, nebot’ obsah kumarinu v tomto vzorku byl nejvyssi
ze vSech zkoumanych komer¢nich vzorka. Rozpor mezi obsahem kumarinu a vysledky primera
TPS 1 byly u vzorkt ¢. 1 a 4. U izolath téchto vzorkl byla shodné zjisténa pravdépodobna
kontaminace DNA diky vysokému poméru Az60/A230, kterd mohla negativné zkreslit vysledek.
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4.4.1.2 ITS?

Primery ITS 2 se ukazaly jako nejméné vhodné ze zkoumanych primert. Divodem je vyssi
délka vznikajicich amplikonti a tim padem vys$si nachylnost na zkresleni vysledku v disledku
kontaminace DNA. V derivovanych kiivkach tani se tato skutecnost projevila zjisténim mnoha
pikt, které¢ znaci vznik mnoha rizné¢ dlouhych amplikont. Tato skutecnost nasledné snizuje
schopnost determinace druhti. V zadném vzorku nebyla prokazéna ptitomnost C. zeylanicum
apouze u vzorku €. 7 se vyskytla podobnost s nékterym z botanickych druhii. Ve vSech
ostatnich ptipadech byly kiivky tani zcela odlisSné od zkoumanych botanickych druh.

Region ITS 2 sice vykazuje vysokou variabilitu, ktera ho ptedurcuje pro vyuziti v barcodingu.
Nicméné vétSina téchto zmeén nebyla vhodna pro rozliSeni jednotlivych druhti. Problém vyuziti
HRM s primery ITS 2 ptedstavuje rovnéz vysoké mnozstvi sekundarnich struktur a vysoky
obsah bazi GC, coz zvysuje termodynamickou stabilitu a je pfi¢innou velice komplikované¢ho
chovani pfi tepelné denaturaci [104]. Vhodné&j$im postupem k rozpoznéani C. zeylanicum
je vyuziti specifické sekvence ITS 2 pravé pro tento druh. Pti PCR dochazi k amplifikaci pouze
vzorkl s obsahem kiry tohoto druhu a diky vyuZiti standardii je mozné pfesné kvantifikovat
zastoupeni C. zeylanicum ve smésném vzorku mleté skotice [105].

4.4.1.3 psbA-trnH

Primery psbA-trnH se ukdzaly jako nejméné citlivé na ptitomnost kontaminace. Z hlediska
samotné¢ determinace druhtt pomoci psbA-trnH nebyly vysledky uspokojivé. V zadném z velmi
pravdépodobnych ptipadl obsahu C. zeylanicum ve vzorcich €. 4, 6 a 8 nebyla tato pfitomnost
pomoci primerit psbA-trnH potvrzena. Naopak v piipadé vzorku €. 1 byla zjisténa faleSna
pozitivita ptitomnosti C. zeylanicum.

Variabilita psbA-trnH je vhodnd a dostate¢na pro determinaci jednotlivych druhti [104].
Amplikony psbA-trnH obsahuji vice nez 400 bp, coz mize byt problematické pii uziti
kontaminovaného vzorku DNA. Ragupathy et al. ve svém clanku zroku 2024 navrhuji
sekvenaci DNA v této oblasti a navrh mini DNA markert [103].
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo analyzovat komeréni vzorky mleté skotfice pomoci PCR
v realném case s vysokorozliSovaci analyzou kiivek tani s vyuzitim riznych part primera,
stanovenim obsahu kumarinu pomoci HPLC a vzajemné porovnani t€chto metod.

Pii izolaci DNA zkomerénich vzorkli pomoci kitu byly zjistény vysoké kontaminace
fenolickymi latkami, které znemoznily naslednou amplifikaci DNA téchto vzorki. Z tohoto

ptipadt poskytl vzorky DNA bez kontaminace.

Nejvhodnéjsimi primery se ukdzaly primery TPS 1, protoze dokazaly spravné identifikovat
ptitomnost C. zeylanicum ve vzorcich, kde se prokazatelné nachazela. V ptipadé smésnych
vzorkll s pravdépodobnym obsahem C. zeylanicum dokazaly tuto skute¢nost rovnéz potvrdit.
Nicméné u vzorki vykazujici kontaminaci fenolickymi latkami, rozpoznanou diky
nevhodnému pomeéru Aze0/A230, poskytly falesné pozitivni vysledek.

Z hlediska srovnani ostatnich primerd se primery TPS 3 ukdazaly jako zcela nevyhodné,
nebot’ v jejich pfipadé¢ nedoSlo k amplifikaci DNA vzorkad. Primery ITS 2 uspé$né
amplifikovaly DNA komer¢nich vzorkt, ale v ramci vysokorozliSovaci analyzy kfivek tani
poskytly mnoho pikii, které znemoznily determinaci botanickych druht. Primery psbA-trnH
se rovnéZ neukazaly jako vhodné k determinaci druhi, protoze v zadném z ptipadii vzorku
pravého skoticovniku nedokazaly tuto skutecnost potvrdit.

K extrakci DNA by bylo vhodnéjsi vyuzit jednu z modifikovanych verzi CTAB protokolu [58].

vvvvv

vvvvv

Metoda stanoveni kumarinu pomoci HPLC se ukézala jako rychla se snadno interpretovatelnym
vysledkem o pfesném obsahu kumarinu ve vzorku. Rovnéz potvrdila oznafeni prodejct
v ptipadé vzorkl pravé skofice, a navic odhalila jeden komer¢ni vzorek, ktery prodejce oznacil
jako béznou skofici, ale obsah kumarinu vtomto vzorku jednoznacné prokazal obsah
C. zeylanicum. Nevyhodou této metody je zejména neschopnost rozliSit piitomnost
jednotlivych cassii.
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Graf 28: Derivované kiivky tani DNA izolatii pomoci EliGene Plant DNA Isolation Kit s vyuZzitim
primert TPS 1
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Tabulka 23: Kompletni vysledky HPLC vzorkii ¢. 1 az 4 (kumarin vyznacen zlute)

Reten¢ni ¢as [min]

vzorek ¢. 1

vzorek €. 2

vzorek ¢. 3

vzorek €. 4

plocha pod grafem [mAU-min"']

3263  1669,09+336,89 197021+ 121 1319,16+ 769,53 1204,37 61,67

3,835 6,06 + 8,57 16,04 + 0,23 12,99 + 5,52

4,362 1.84+26 6,04 = 0,08 6,22 + 0,33

4,537 73,45+33,17 104,73 £ 1,28 200,26 + 85,9

4,568 227+321 50,69 + 0,17
12,042 86,2 80,51
13,195 35,33 + 0,09
14,617 12,02 £ 0,83
15,700 3,02 + 4,28 11,21 +0,31 7,57 + 2,48 8,82+ 0,1
16,368 9,6+ 0,41 9,7+0,13 2,67+3,77
16,712
17,812 8,49 + 2,44 12,94 +0,1 6,75+ 1,24
18,662 7,07+ 10 9,89 + 0,47
19,452 946,24 + 14,09 1095,42 + 40,16 818,15+ 8,63 16,81 + 0,27
19,575
20,455 503 £20,98 503,19 + 12,48 336,68+ 1,73 147,12 +0,09
20,518 18,38 £ 25,99 43,39+ 0,71
21,503 11,140,226 11,63 0,13
22,057 1403,12 = 10,3 1337,08 = 18,94  1251,73 +35,78 114533 + 6,77
22,123 0,34 + 0,48 023 + 0,32 0,17 £ 0,24
22,178 0,65+ 0,92 0,79 + 0,08 24,3 +33.97
22,945 2,78 +0,16
23,193 12,98 £ 0,3 536+0,17 26,01 £ 0,06
23,672 636,65+ 14,79 597,91 + 16,87 17323 +£0,06 139,49 +0,11
25,732 4,19+0,18 39,01 + 1,04 4,69 £ 0,05 6,38 + 0,02
25,905 8,6+ 0,28 10,05+ 0,1 924+0
27,252
27,757 14,14 £ 0,23 19,61 £ 0,66 17,9 + 0,02 9,36 + 0,01
28,178 3,18+ 0,01
28,850 4,98 + 0,36
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Tabulka 24: Kompletni vysledky HPLC vzorkii ¢. 5 az 8 (kumarin vyznacen zlute)

Reten¢ni ¢as [min]  vzorek ¢. 5 vzorek ¢. 6 vzorek ¢. 7 vzorek ¢. 8
plocha pod grafem [mAU-min"']
3,263 1785,07£41,01 1819,58 + 78,25 1830,07 31,99 1417,44 + 64,37
3,835 13,22 +0,74 13,78 £ 0,48 3,86 + 5,47
4,362 3,75+0,13 9,13 +0,54 3,91 +£0,33 1,52 +2,15
4,537 117,24 + 3,16 3,24 +0,13 87,67 + 0,04 72,82 £ 11,24
4,568 95,81 + 1,44 7,12 £ 10,07
12,042 9,99 £+ 6,01
13,195 39,77 + 1,83 23,84 £2,66
14,617 10,05 + 3,1
15,700 13,06 + 1,03 2,82 + 3,98 14,73 £ 0,1
16,368 6,93 £ 0,01 5,34+ 0,51 7,54 + 0,26
16,712
17,812 0+0 14,55+ 1,04
18,662 828 +£0,1 0+0 9,12+ 0,61
19,452 299,24 + 0,57 30,7+ 0,8 937,91 + 43,56 133,57 + 2,13
19,575
20,455 443,59 +3,28 199,53 + 13,82 459,97 +1,79 183,67 + 4,59
20,518
21,503 21,22 +0,74 8,08 +0,2
22,057 1320,74 £8,42 1221,32+47,25 1313,49+17,91 123493 + 14,71
22,123 0,25+ 0,05 0,2 +0,28 0,71 £ 0,28 0,19+0,27
22,178 0,32 + 0,45 0,16 +0,23
22,945
23,193 18,77 £ 0,34 17,72 £ 1,45 3,42 + 0,09 20,9 + 0,22
23,672 697,55+ 11,2 145,58 +£ 10,35 257,3+0,33 156,47 1,72
25,732
25,905 4,07 £0,11 4,64 + 0,62 5,75 £0,01 5,45+ 0,09
27,252 4227+ 0,03 7,15+0,03
27,757 12,11 +0,17 14,21 +£ 0,53 14,9 £ 0,06 7,17+0,12
28,178 2,23 +£ 0,35 2,56 + 0,04
28,850
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